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Resumo

Introducéo — A diabetes mellitus € uma doenga muito prevalente mundialmente.
A diabetes mellitus tipo 1 corresponde a 5-10% de todos 0s casos e a sua incidéncia esté
a aumentar. O tratamento, atualmente realizado para esta doenca, € capaz de manter a
normoglicemia mas esta associado a um risco aumentado de hipoglicemias. Apesar do
aparecimento de novos dispositivos, como os sistemas de ansa fechada, que refletem um
controlo da glicemia fisiologicamente mais semelhante, o doente diabético continua a
ser sujeito a auto-monitorizacdo invasiva e tratamento crénico desprovido de meios
completamente automaticos, obrigando a uma supervisdo atenta e constante no seu
quotodiano, afetando a sua qualidade de vida. Por essa razdo, novas abordagens tém
sido desenvolvidas de forma a alcancar a cura desta doenca.

Objetivo — Revisdo do tratamento atual da diabetes mellitus tipo 1 e das varias

abordagens e progressos para a cura desta doenca.

Discussao — O transplante do pancreas permaneceu, durante muitas décadas, a
Unica abordagem com potencial curativo da diabetes mellitus tipo 1. O transplante de
ilhotas pancreaticas surgiu, posteriormente,como uma técnica menos invasiva. Ambos
os transplantes exigem terapéutica imunossupressoraagressiva. No entanto, foram
desenvolvidas macro, micro e nanocapsulas que promoveram o imunoisolamento das
ilhotas, tornando-as, assim, uma abordagem mais promissora. Foi, também, abordada a
possibilidade de processos de regeneragdo de elementos pancredticos. Finalmente, a
investigacdo e manipulacdo das propriedades das células estaminais representa o ultimo

avanco para a descoberta da cura da diabetes.

Conclusao — As células estaminais surgem como a mais recente abordagem com
intencdo de cura desta doenca. No entanto, mais estudos Sd0 necessarios para
contemplar a seguranga e viabilidade destas células. As técnicas de isolamento como as
micro e nanocapsulas também adquirem particular relevo na sobrevida quer das células
estaminais, quer das ilhotas alotransplantadas

Palavras-Chave — Diabetes Mellitus tipo 1, tratamento, cura, transplante de

pancreas, transplante de ilhotas, regeneracao celulas beta, células estaminais



Abstract

Introduction - Diabetes mellitus is a prevalent disease worldwide. Type 1
diabetes mellitus corresponds to 5-10% of all cases and its incidence is increasing. The
current treatment for this disease is intended to maintain the normoglycemia but is
associated with a high risk of hypoglycemia.Despite the emergence of new devices,
such as closed loop systems, which reflect a more physiologically similar glycemic
control, the diabetic patient still needs to perform an invasive self-monitoring and
chronic treatment without completely automatic means, requiring close
andcontinuoussupervision in their daily life, affecting their quality of life. For this

reason, new approaches have been developed #r-erder to achieve this disease’s cure.

Objective-To review the current type 1 diabetes mellitus’streatment and the

several approaches and progress to the cure of this disease.

Discussion - Pancreas transplantation remained, for many decades, the
uniquecurative approach for type 1 diabetes mellitus. Later emerged the pancreatic islet
transplantation as a less invasive technique. Both transplants required aggressive
immunosuppressive therapy. However, macro, micro and nanocapsules were developed
to promoteimmunoisolation of the islets, making them a more promising approach. It
was also addressed the possibility of regeneration processes of pancreatic elements.
Finally, research and manipulation of stem cells properties represents the latest progress

for the discovery of diabetes’s cure.

Conclusion - Stem cells emerge as the latest approach intending to cure this
disease. However, more studies are needed to consider cell safety and viability.
Isolation techniques such as micro and nanocapsules also have a particular relevance in

the survival of stem cells as they have in the allotransplanted islets.

Key Words-Type 1 Diabetes Mellitus, treatment, cure, pancreas transplantation,

islet transplantation, beta cell regeneration, stem cells



Introducéao

A diabetes mellitus é uma doenca extremamente comum na populacdo mundial
cuja incidéncia tem vindo a aumentar. A sua prevaléncia aumentou de 108 milhdes em
1980 para 422 milhdes em 2014.[1]Estima-se que em 2030, a diabetes mellitus seja a
sétima causa de morte a nivel mundial.[2]Adiabetes mellitus tipo 1 (DMT1)
corresponde a 5-10% de todos os casos de diabetes. E uma doenca autoimune do
pancreas, cronica e multifatorial, que leva a destruigdo progressiva das células B
secretoras de insulina.Estimava-se em 2015 que a doenca afetava, globalmente, 36
milhdes de pessoas.[3-5]A sua incidéncia tem também aumentado, tendo um pico de

ocorréncia de diagnostico por volta dos 5-9 anos.[6]

Patofisiologia
Vérios eventos imunoldgicos silenciosos ocorrem antes do aparecimento da

sintomatologia tipica da DMT1. Numa fase pré-diabética, podem ser detetados
autoanticorpos e linfécitos T CD4+ e CD8+ ativos que se infiltram as ilhotas de
Langerhans, destruindo as células beta.[7] Na altura do diagnostico, 85-90% dos
individuos possui um ou mais marcadores de destruicdo autoimune das células-f que
incluem, autoanticorpos para as ilhotas, para a insulina, para o acido glutdmico
descarboxilase, para o transportador do zinco 8 e para a tirosina fosfatase 1A-2 e 1A-
2B.[3, 8]

O complexo de histocompatibilidade major (HLA) é considerado como
contribuinte etiolégico em cerca de metade dos casos familiares, principalmente o de
classe 11.[9] Estes genes codificam proteinas de superficie que sdo necessarias a
interacdo com as células do sistema imune e estdo envolvidas no reconhecimento e
destruicdo imunolodgicos. A suscetibilidade a doenga € altamente relacionada com a
heranca dos alelos HLA DR3 e DR4, assim como dos alelos DQ2 e DQ8. Mais de 90%
dos doentes com DMT1 expressam ou DR3DQ2 ou DR4DQ8.[10]

Existem, ainda, outros genes de suscetibilidade e fatores ambientais
desencadeantes, como infe¢des viricas e bacterianas, que remetem para a base etioldgica
da doenca.[11] Deste modo, individuos geneticamente suscetiveis, que sdo expostos a
certos agentes precipitantes, desenvolvem autoimunidade contra as ilhotas pancreaticas,
que leva ao declinio na massa de células beta, ao desenvolvimento de autoanticorpos, a
hiperglicemia e, eventualmente, a perda da capacidade de secrecdo de insulina.[12]
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Diagnostico
Os niveis de glicemia e de hemoglobina glicosilada (HbA1c)sdo utilizados para

o0 diagndstico da diabetes mellitus. A glicemia normal em jejum é mantida entre 70 e
126 mg/dL e a glicemia pos-prandial apds duas horas da refeicdo entre 110 e 140
mg/dL. O teste de tolerancia oral a glicose é utilizado para confirmar o diagndstico,
através da ingestdo de 75¢g de glicose, medindo a glicemia duas horas ap6s, com valores
superiores a 200 mg/dL. Valores de HbAlc > 6,5% remetem também para o diagnostico
de diabetes mellitus. Para além destes critérios, a DMT1 tem, especificamente, outros
achados que corroboram este diagndstico, nomeadamente, a perda de peso inexplicada e
os baixos niveis do peptideo-C que sdo o mais fidedigno indicador diagndstico deste
tipo de diabetes, uma vez que este peptideo € um marcador indireto da secrecdo
insulinica. Por fim, a medicdo dos varios autoanticorpos supra-mencionados sdo um
teste confirmatorio da DMTL.[3, 4, 13]

Complicagdes
A evolugdo da DMT1 causa, com frequéncia, disfuncdo multi-

organicaprogressiva através do atingimento microvascular e macrovascular.Ao nivel
dos pequenos vasos destaca-se a retinopatia diabética, a neuropatia periféricae a
nefropatia diabética e, relativamente aos grandes vasos, a doenca arterial coronaria, a

doenga cerebrovascular e a doenca vascular periférica.[14]

Tendo em conta a progressdo, o impacto da DMT1 e o seu tratamento atual que,
além de ser complexo e implicar automonitorizagdo, ainda apresenta dificuldade em
alcangar um controlo euglicémico fisioldgico, torna-se evidente a necessidade premente
de se encontrarem caminhos para a cura desta doenca, nomeadamente, através de

tratamentos que substituam a fungdo das células B destruidas.



Metodologia

Para a elaboracédo deste artigo de revisdo bibliografica foi efetuada uma pesquisa
de artigos cientificos na base de dados bibliografica MEDLINE, PUBMED, UpToDate e
alguns livros. A pesquisa bibliografica dos artigos cientificos foi realizada entre os
meses de Julho de 2016 e Maio de 2017. As palavras-chave usadas foram: Diabetes
Mellitus tipo 1, tratamento, cura, transplante de péncreas, transplante de ilhotas,
regeneracdo células beta e células estaminais.

Os artigos foram selecionados ou excluidos conforme o contetdo do titulo e/ou
resumo. Foram selecionados artigos publicados em inglés,entre o periodo de 1980 -2017

com predominio de artigos a partir de 2010.

Tratamento Atual: Administracao Exdgenade
Insulina

O controlo da glicemia, de modo a prevenir a doenga micro e macrovascular, é o
objetivo principal do tratamento atual da DMTL1, através de inje¢des diarias de insulina
e da auto-monitorizacdo da glucose sanguinea (SMGB).[15]

As varias formulagdes insulinicas disponiveis no mercado aumentaram,
drasticamente, a qualidade de vida dos doentes com DMT1. A base da administracéo
insulinica assenta num regime basal-bolus, isto €, uma ou duas injecBes por dia de
analogos insulinicos de longa duracéo de acdo (Detemir ou Glargina) combinados com
anélogos de insulina de acédo rapida antes das refei¢es (Lispro, Aspart ou Glulisina). Os
anélogos da insulina tém um perfil de acdo mais rapido e menos variavel em relacéo as
anteriores insulinas humanas, reduzindo as taxas de hipoglicemia.[16-18]

No entanto, as hipoglicemias iatrogénicas ainda séo o fator limitante no controlo
da glicemia na DMTL1. Sdo responsaveis por morbilidade recorrente nestes doentes
podendo ser, por vezes, fatais. [19] Um estudo realizado em 2015 constatou que 8% das
mortes em doentes diabéticos jovens eram devidas a episddios hipoglicémicos.[20] A
hipoglicemia atenua as respostas simpatico-adrenais e sintomaticas para 0 mesmo nivel

de hipoglicemia subsequente, causando, assim, insuficiéncia autonémica associada a



hipoglicemia na diabetes.[21, 22]Quanto maior a duracdo da DMT1 maior é a
prevaléncia da diminuigdo da percegéo da hipoglicemia. Estaobservagdo remeteu para o
uso urgente de novas abordagens no controlo das hipoglicemias.[23]

A administracdo insulinica ndo é considerada cura mas mantem-se como pilar da
terapéutica desta doenca, desde a sua descoberta em 1921, perdurando mais alguns anos

e, provavelmente, serd utilizada como suplemento de outras terapéuticas.[24]

As bombas insulinicas consistem numa infuséo subcuténea continua de insulina
(CSII). O local de administracdo ¢ alterado, em média, a cada 3 dias. Apenas € utilizada
insulina de acgdo répida, preferencialmente na forma analoga.[25]Os bdlus de insulina
podem ser administrados ao longo de alguns minutos ou horas, cobrindo as refeicdes e
corrigindo os picos de glicemia. Para que a bomba seja capaz de calcular corretamente a
quantidade de insulina a administrar, é necessario inserir o teor de carbohidratos das
refei¢Bes, assim como a glicemia. A bomba tambem liberta insulina basal programada,
de acordo com o perfil de 24 horas da glucose plasméatica ou do liquido intersticial.
Quase todas as bombas tém a capacidade de programar as taxas basais que podem ser
modificadas a cada hora e também possuem uma taxa basal temporaria aplicavel em
situacdes especificas.[26]

Posteriormente, surgiu a infusdo intraperitoneal de insulina continua (CIPII).
Com este dispositivo, a insulina administrada é praticamente toda absorvida pelo
sistema portal, resultando numa maior concentracdo de insulina na area de captacdo da
veia porta, maior captacdo hepética de insulina e concentracfes periféricas de insulina
mais reduzidas, mimetizando, assim, a normal fisiologia.[27] Foi possivel observar que
estes dispositivos tém efeitos mais favoraveis na concentracdo de HbAlc
comparativamente aos CSII.[28]

Em comparagdo com as inje¢des de mdltiplas doses de insulina, as bombas
insulinicas promovem uma entrega de insulina programada que se assemelha mais com
as necessidades fisiologicas, reduzem a variabilidade da glicemia e melhoram o controlo
da mesma, diminuem o risco de hipoglicemia grave, a necessidade de hospitalizacao e
melhoram a qualidade vida e a satisfacéo face ao tratamento.[26]

Sé&o dispositivos eficazes no melhor controlo da DMT1 apesar de varios doentes
permanecerem com HbAlc> 7%.[29] Séo, essencialmente, indicadas nos doentes que

tém um controlo sub-6timo com as classicas injecdes basal-bolus, apesar da maxima
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adesdopor parte do doente na administracdode mdaltiplas injec6es diarias, hipoglicemias

graves ou sem sinais de alarme e hiperglicemia do amanhecer marcada.[30]

A monitorizacdo continua de glicose(CGM) surgiu de forma a superar
algumas limitagdes da auto-monitorizagdo da glicemia capilar(SMGB). E composta por
um sensor de glucose, um elétrodo impregnado com glucose oxidase que é colocado no
tecido subcutaneo através de um cateter flexivel que pode ser tolerado por 3 a 14 dias e
um monitor que esta conectado ao sensor e que pode ser usado no interior do vestuario
ou cinto.[31]O elétrodo revestido com a enzima mede a concentracdo de glucose
intersticial e converte esses valores através da calibracdo em niveis de glucose
sanguinea.[32]Os primeiros sistemas recebiam e armazenavam os dados da glucose
intersticial até ser realizado o seu carregamento para um dispositivo onde podiam ser
observados e analisados posteriormente. Atualmente, os sistemas de CGM sdo capazes
de exibir os valores de glucose em tempo real (RT-CGM).[33]

Atravées da CGM é possivel distinguir padrdes de glicemia anormal
independentemente do uso de terapéutica com bomba insulinica ou injec¢des insulinicas.
Observou-se que € necessario fazer ajustes as recomendacdes da terapéutica prévia para
que os niveis glicémicos se mantenham dentro de valores normais. Essas alteracdes
levam a um melhor controlo glicémico, tendo por base a avaliacdo do nivel de
HbAlc.[31]

A CGM deve, de facto, ser usada, essencialmente,em doentes com DMT1 com
diminuicdo da sintomatologia de hipoglicemia, visto que promovem um melhor
controlo glicemico, diminuindo o tempo gasto em estados hipo e hiperglicémicos e

diminuindo, também, a hipoglicemia grave.[34]

Os sistemas de ansa fechada surgiram quando os sensores de monitorizagédo
continua de glicose foram acoplados as bombas insulinicas, designando-se de pancreas
artificial.Estes sistemas modulam a entrega de insulina em intervalos de 1 a 15
minutos.[35] E frequente os doentes com DMT1 inicialmente utilizarem as bombas
insulinicas e sO posteriormente associarem a RT-CGM.[29]Estes sistemas promovem
um melhor controlo metabolico, associado a maior seguranca do tratamento, na medida
em que pode existir suspensdo automatica da entrega insulinica (incluindo a taxa basal)
guando os niveis de glucose sdo baixos, evitando as hipoglicemias caracteristicas das
maltiplas inje¢des insulinicas diarias.[33]
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As desvantagens inerentes a infusdo insulinica subcutanea séo responsaveis pelo
atraso na resposta a hiperglicemia pos-prandial. Por esta razdo, foram desenvolvidos
avisos de refeicdo para despoletar a infusdo. Por outro lado, se a infusdo insulinica for
intensificada podemos observar hipoglicemia, o que levou ao desenvolvimento de
bombas hormonais duplas, tendo em consideracdo o glucagon e a insulina. A
administracdo deveria ser intraportal ou intraperitoneal de forma a mimetizar a via
secretora do pancreas. No entanto, 0s riscos associados a infecdo e a colocagdo invasiva
do dispositivo tornam-se grandes obstaculos a sua maior utilizacdo.[35]

As abordagens até agora referidas pertencem ao dominio do tratamento da
DMT1 mas ndo correspondem, efetivamente, a cura da doenca, uma vez que esta
implica o restabelecimento da salde sem que a pessoa necessite de ter qualquer acéo
diaria para a manutencdo da mesma. Para além disso, a administracdo subcutanea de
insulina exdgena € imprecisa e até as melhores bombas insulinicas falham em

restabelecer um controlo glicémico fisiologico.

Transplante total de pancreas

O transplante do pancreas foi iniciado em 1966 e foram obtidos casos de sucesso
com um répido controlo da hiperglicemia e com suspensdao da administracdode
insulina.[4]Foi demonstrado que o transplante de pancreas bem sucedido restaura a
normal homeostasia da glucose, ndo tendo o risco de hipoglicemias que sucede na
administracdo injetavel de insulina, e previne, interrompe ou reverte o desenvolvimento
e progressao das complicacGes secundarias a esta doenca.[36]

Existem 3 categorias de transplante pancreatico: transplante isolado de pancreas
(PTA), transplante de pancreas ap0s transplante renal e transplante renal e pancreatico
em simultaneo (SPK). Nas tltimas décadas, a sobrevivéncia dos doentes e a funcéo do
transplante tem melhorado, significativamente, nas 3 categorias mas com melhores
resultados na ultima categoria referida. A sobrevivéncia do 6rgdo transplantado chegou
até aos 81.5% ap6s um ano da realizagdo do transplante.[37] Este procedimento é
usualmente proposto a doentes com insuficiéncia renal grave que requerem transplante
renal concomitante.[2]De facto, devido a varios fatores como uma melhor técnica
cirdrgica, imunossupressdo,selecdo de dadores e recetores e vigilancia do transplante,

foi possivel que a semivida do transplante SPK aumentasse para mais de 14anos.[38]
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O obstaculo do transplante de pancreas isolado continua a ser a elevada taxa de
rejeicdo imunolodgica do enxerto. De forma a contorna-lo, é necessaria imunossupressao.
No entanto, sdo de evidenciar os efeitos laterais da imunossupresséo anti-rejeicdo do
transplante atualmente utilizada, como aumento da incidéncia de infecOes, atraso da
cicatrizacdo de feridas e disfuncéo renal.[39] Devido a este ultimo efeito lateral, na
auséncia de nefropatia diabética avancada, a op¢do de PTA ndo é, largamente,
aceite.[40] A substituicdo da classica imunossupressdo com ciclosporina/azatioprina por
tacrolimus/micofenolato de mofetil combinados com terapia anti-células T tém vindo a
contribuir para melhores resultados a longo prazo.[40]

Apesar do seu potencial curativo, o transplante de pancreas permanece um
procedimento bastante complexo associado a morbilidade cirlirgica e mortalidade
significativa (22%,10 anos ap6s o transplante). Para além disso, h4& uma grande
limitacdo relativamente a baixa disponibilidade de 6rgaos para transplante e a qualidade
dos mesmos, sendo que a idade avancada do dador pode até ser aceitavel para resultados
a curto prazo, mas o0 seu impacto em complicagdes técnicas e nos resultados a longo

prazo ndo sdo desprezaveis.[41-43]

Transplante de Ilhotas

As desvantagens do transplante total de pancreas levaram a que novas técnicas
fossem desenvolvidas, nomeadamente, a extracdo de ilhotas com transplantacdo. O
primeiro transplante alogénico de ilhotas surgiu em 1980.[44]Esta foi uma técnica
pouco eficiente até ao ano 2000, altura em que Shapiroet al. surgiu com um estudo
inovador, introduzindo o “Protocolo Edmonton”e no qual obteve independéncia
insulinica durante 1 ano em todos 0s 7 pacientes transplantados. Neste protocolo eram
usados 2 imunossupressores, sirolimus e tacrolimus, e um anticorpo monoclonal,
daclizumab.[45]Esta € uma técnica menos invasiva, associada a menor morbilidade. As
ilhotas sdo separadas de um pancreas removido de um dador cadaver e sdo colocadas
em meio de cultura. Posteriormente, realiza-se o transplante apenas da porgéo
enddcrina, sendo injetadas na veia porta e transportadas através do fluxo sanguineo para
o figado onde se mantém neste, por ser um 6rgdo bastante acessivel e pelo bom
aprisionamento destas nos sinusoides. [46, 47] De forma a se observar o efeito
metabolico adequado apos o transplante, sdo necessarias mais de 5000 equivalentes de
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ilhotas por quilograma de peso do recetor, o que pode implicar a necessidade de obter
ilhotas de mais do que um pancreas.[48]

Apesar de existir um potencial risco de trombose da veia porta com o transplante
de ilhotas intra-hepatico, tal pode ser ultrapassado com a adesdo a estreitos protocolos
de heparinizacdo.[49] Para além disso, as complicacbes que possam advir desta
abordagem, como a ligeira subida transitoria das transaminases a microesteatose ou
contaminagdo bacteriana da preparacdo final das ilhotas purificadas, séo reversiveis ou
ndo tém significado clinico.[50, 51] Podera existir ainda uma ampla sensibilizacdo aos
antigénios HLA dadores, mas essa resposta pode ser minimizada com a utilizacdo de
terapias indutoras de deplecdo de células T, imunossupressao com tacrolimus e selecdo
de dadores sem reacdes cruzadas de antigénios HLA. No entanto. é necessario ter em
consideracdo a possibilidade de malignidades com o wuso prolongado de
imunossupressao.[52] Assim, devido aos seus riscos minimos o transplante de ilhotas
torna-se bastante atrativo.

De forma a contornar 0 uso de farmacos imunossupressores e 0s seus efeitos
laterais apOs o transplante de ilhotas, surgiu a ideia de encapsular as células numa
membrana protetora semipermeavel. Foram desenvolvidas duas abordagens ao nivel do
encapsulamento: as macrocépsulas que contém um grande nimero de ilhotas num
dispositivo implantavel e as microcapsulas que apenas contém 1 a 2 ilhotasem cada
dispositivo e, neste caso, necessitam de um grande numero de microesferas a serem
transplantadas. [53]

Como desvantagens das macrocapsulas, pode-se evidenciar a baixa relagdo
superficie/volume e a interferéncia com a difusdo Otima de nutrientes e oxigénio. As
macrocapsulas de alginatoBeta-O,,protegidas por uma membrana de Teflon, podem
contornar este obstaculo, na medida em que incluem uma tecnologia de fornecimento de
oxigénio para as ilhotas na céapsula.[54]De momento, existem formas intra e
extravasculares, sendo que as primeiras possuem alto risco de trombose e necessidade
de cirurgia major, tornando-as menos adequadas para uso clinico.

Novas técnicas de micro encapsulamento deram origem, recentemente,ao termo
nanoencapsulamento.[55]As caracteristicas desta membrana tém de ser bastante
especificas, isto &, os poros da mesma devem ser tdo pequenos que bloqueiem as
moléculas e células responsaveis pela rejeicdo imune do transplante, mas 0s mesmos
também necessitam de ter um tamanho adequado, de modo a permitir a passagem de

02, glucose e insulina.[56]
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No que diz respeito as membranas de alginato, a espessura das mesmas ainda
limita a difusdo de insulina, glicose, oxigenio e nutrientesuma vez que a espessura ndo
deveria ser superior a 150 pm.O tamanho largo dos poros deste material polimérico
pode, também, ser um problema para o imuno isolamento a longo prazo. Por outro lado,
0s nanoporos das membranas inorganicas de silicone, aluminio e titdnio tém um
tamanho adequado e espera-se que desempenhem um melhor papel na imuno protecéo.
De qualquer forma, a investigacdo neste campo ainda estd num nivel muito inicial, mas
podera levar a interessantes resultados num futuro proximo. [56-58]

Nesta area, Tomei et al. investigou a utilizacdo de hidrogéis elasticos como
material de encapsulamento de ilhotas humanas que se adaptavam a forma e tamanho de
cada ilhota, promovendo, assim, um material com a espessura adequada. Estas ilhotas
encapsuladas foram transplantadas em roedores e foi possivel alcancar a euglicemia em
aproximadamente 40 dias ap0s o transplante que foi mantidodurante 72 dias.[59]

Para além da biocompatibilidade e do modelo, outras abordagens podem ajudar
a produzir cédpsulas com ilhotas ou células B duradouras: prevascularizacdo das
macrocapsulas anteriormente ao transplante, utilizacdo de fatores de crescimento e
materiais que geram oxigénio ou disposicdo das células beta em grupos de tamanho
controlado.[60-62]

As ilhotas microencapsuladas foram também revestidas pela quimiocina
CXCL12. Esta é fortemente quimiotaxica para as células T reguladoras da supressdo do
sistema imune que repelem as células T efetoras, promovendo, assim, o isolamento
imune local das células transplantadas. Foi demonstrado que o revestimento com
CXCL12 de ilhotas encapsuladas prolongou a funcdo das mesmas em roedores
diabéticos, protegendo, efetivamente, as ilhotas alogénicas ou xenogénicas da rejei¢ao
aguda mediada por células. No entanto, ndo foram capazes de impedir a imunidade
humoral com anticorpos anti-ilhotas.No futuro, esta quimiocina podera funcionar em
conjunto com outros imunomodeladores locais de forma a permitir a sobrevivéncia do
transplante.[63]

Existe uma grande discrepancia entre o numero de ilhotas necessarias para
transplante e a sua disponibilidade, o que evidencia a urgéncia em encontrar outras
fontes de ilhotas. Atualmente, varias células estdo a ser utilizadas para superar este
problema, nomeadamente, através da expansdo de células beta humanas ja existentes,
diferenciacéo de células estaminais embrionarias humanas em células beta e células de

ilhotas animais, particularmente, porcinas uma vez que ha homologia entre a insulina e
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as ilhotas de ambas as espécies.[64-66]De facto, um dos focos da investigacéo tem sido
o xenotransplante. O uso de células animais como fonte de células 3 é bastante atrativo,
uma vez que proporciona uma fonte ilimitada de ilhotas. No entanto, a sua utilizacéo é
desafiante no que diz respeito a imunogenicidade das mesmas e rejeicdo pelo
hospedeiro.[67] A possibilidade de existir transferéncia de zoonoses também se mantem
uma preocupacdo adicional. De forma a contornar estes obstaculos, a engenharia
genética é utilizada nas células porcinas dadoras para diminuir a reacdo inflamatoria
imediata mediada pelo sangue. Esta reacdo causa destruicdo pela ativacdo do
complemento e da coagulacédo e, também, de outras vias inflamatorias.[53]

Em 2016, um ensaio clinico de fase 3 de transplante de ilhotas alogénico
alcangou uma HbAlc <7% em 87.5% dos doentes ap6s 1 ano e em 71% apds 2 anos. A
independéncia insulinica foi de 52% ap0s 1 ano e 42% ap06s 2 anos. Este estudo fornece
importante evidéncia clinica do transplante de ilhotas alogénico como uma terapéutica
comprovada e ndo s6 experimental para o tratamento DMT1.[68] Para além disso,
centros com vasta experiéncia obtiveram resultados nas taxas de independéncia
insulinica a 1 e 5 anos comparaveis as do transplante de pancreas total, sendo de 70% e
50%, respetivamente. A maioria destes centros utilizou imunoterapia de inducdo
potente, com deplecédo de células T e inibicdo do TNF-a.[69, 70]

Deste modo, em centros experientes, o transplante de ilhotas alogénico € ja uma
abordagem prética para a cura da DMTL1.[71] No entanto, o transplante de ilhotas tem
protocolos quer de isolamento quer de manutencdo da viabilidade apos criopreservacao
bastante complexos e, por isso, deve ser indicado a adultos com DMT1 instavel
(recorréncia de hipoglicemias graves, labilidade glicémica e complicacGes relacionadas
com a diabetes).[72]

Regeneracao de células beta

A regeneracdo de compartimentos pancredticos foi ja descrita quer apds o
nascimento, quer apos lesdo pancreatica.[73, 74] Existem trés mecanismos principais
que visam explicar a regeneracdo das células B: Neogénese (diferenciacao de ilhotas a
partir de progenitores pancreaticos), replicagdo de células [ pré-existentes e

transdiferenciacdo (conversdo de um tipo celular noutro).[75, 76]
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Neogénese
Foi amplamente considerado o principal processo responsavel pelo

desenvolvimento embrionario, no entanto, o seu envolvimento no pancreas adulto ainda
estd sob investigacdo.[75] Varios estudos descrevem a existéncia de um reservatorio de
células progenitoras no pancreas exocrino humano.[72] As células acinares representam
a populacdo major do pancreas humano e, por isso, 0 seu papel, como possiveis
progenitores, tem particular interesse.[77] Varios estudos evidenciaram o potencial
destas células para desenhar protocolos de transdiferenciacdo in situ, nomeadamente
Bonfantiet al. que desenvolveu um protocolo baseado em citocinas (envolvendo fator de
crescimento epidermal e fator neurotréfico ciliar) para contornar o uso de adenovirus de
estudos prévios. Foi possivel observar que 65% dos roedores diabéticos aumentaram os
seus niveis de insulina sérica e normalizaram a glicemia durante 5 dias, sendo detetado
que células acinares estavam na origem das novas células f3.[78]

Além das células acinares, as células ductais pancreéaticas também se apresentam
com caracteristicas interessantes para a regeneracdo de componentes pancreaticos.
Constituem cerca de 35% da massa de células pancreaticas, sdo facilmente purificadas e
resistentes a procedimentos de isolamento.[72] A re-expressdo da neurogenina 3
(NGN3) nesta subpopulacdo de percussores pancreaticos foi identificada como sendo
um passo essencial na antecipacdo do processo regenerativo e para a diferenciacdo
destas células em células B funcionais.[79] Porém, & necessario, ainda, determinar a

funcionalidade destas células a longo prazo.

Replicacéo
Outro mecanismo que podera ter um papel na reposicéo de tecido pancreético é a

replicacdo de células B pré-existentes. A mesma €, usualmente, controlada por ativacéo
de proteinas que regulam o ciclo celular.[80] Por exemplo, foi demonstrado que pl6,
p27, ciclinas D1, D2 e D3 tém um papel central na regeneracdo do pancreas,
controlando o potencial replicativo de massa de células B. [72] A utilizacdo em roedores
da molécula WS6 possibilitou, apos 6 semanas, um aumento de cerca de 50% da massa
de células B e decréscimo paralelo da hiperglicemia, sem afetar a sua diferenciagdo e
viabilidade.[81] No entanto, pouca evidéncia foi demonstrada da aplicagédo deste
mecanismo em humanos. Neste sentido, foi descrito em 2011 um processo in vitro de
desdiferenciagdo, expansao e rediferenciacdo de células f humanas com o objetivo de

obter um grande nimero de células produtoras de insulina funcionais. As células 3
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desdiferenciadas adquiriram marcadores mesenquimatosos, sugerindo uma transicdo
mesenquimatosa epitelial (TME). A manutencdo de memoria epigenética permitiu uma
rediferenciagdo rapida de células produtoras de insulina derivadas de células 3 a partir
de uma combinacdo de fatores soluveis, glucose, nicotinamida, exendina-4 e activina
A.[82] Quando transplantadas em roedores diabéticos observou-se uma diminui¢cdo da
glicemia e a detecdo de peptideo-C.[83] Estas observacdes propdem, assim, um novo
sistema de producdo e expansdo de uma fonte de células B funcionais a partir de culturas

primérias de ilhotas humanas adultas.

Transdiferenciacao
Este mecanismo explica uma das formas de reposi¢do de massa de células . As

células hepdticas e do intestino delgado partilham a mesma linhagem de origem das
células pancredticas e, por isso, tém sido testadas na restituicdo de células produtoras de
insulina.[84-86] A maior parte dos estudos realizados sdo focados nas células hepaticas.
A descoberta de mecanismos de detecdo de glucose e de transducdo de sinal nestas
células despoletou os primeiros testes de transdiferenciacdo celular de forma a obter
células produtoras de insulina a partir dos hepatdcitos.[72, 87] Varios estudos tiveram
sucesso em modelos de roedores, utilizando a transferéncia isolada do gene PDX1
mediada por adenovirus ou em associacdo com o0s genes NeuroD e MafA (genes
essenciais na diferenciagdo e funcionamento das células [3).[88-90] Apesar dos
resultados positivos desta técnica, a sua transi¢do para humanos néo é aplicavel devido a
questdes de seguranca relacionadas com o uso de adenovirus. Para além disso, a
transdiferenciacdo in vitro levou ao aparecimento de células com um fendétipo hépato-
pancreatico hibrido, incapazes de regular a secrecdo de insulina de acordo com as
variagOes da glicemia. Por estas razdes, serdo necessarios mais estudos nesta area para
que as células hepaticas possam substituir no futuro a fungio das células .[91]

A transdiferenciacdo celular foi, também, utilizada em 2009 para converter
células produtoras de glucagon(células o) em células P funcionais apds a
sobreexpressdo de PAX4 ou inibigdo seletiva do gene ARX em células a.[92, 93] Mais
recentemente, outros grupos conseguiram converter c€lulas o em células B sob
condicBes especificas mas com baixo rendimento.[94]De igual forma neste caso,
questiona-se a possibilidade de utilizagdo em humanos e se existe potencial de ser

transposta para protocolos farmacéuticos.[95]
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Células estaminais

A pesquisa de melhores formas de substituigdo de células B focaram-se em dois
aspetos: criar uma fonte ilimitada de células B e eliminar a necessidade de
imunossupressao cronica para proteger essas células das respostas alo e autoimunes.
[96] As celulas estaminais sdo uma abordagem mais recente que tem como objetivo
criar a fonte ilimitada de células B, uma vez que, através das mesmas, podem-se obter
células secretoras de insulina que substituam as células B. Estas células tém um
potencial terapéutico significativo devido ndo s6 a sua capacidade regenerativa
intrinseca, mas também ao seu potencial imunomodelador. A capacidade regenerativa
pode ser utilizada no transplante, para a producdo de células secretoras de insulina
responsivas a glucose.As propriedades imunomodeladoras podem, possivelmente, ser
aproveitadas para impedir a destruicdo das células B, preservar a massa residual destas
células, facilitar a regeneracdo endogena das células B, diminuir a rejei¢do do
transplante e prevenir a recorréncia de autoimunidade. [97-100]

Vaérias sdo as fontes de células estaminais que tém sido testadas, entre elas
podemos encontrar as células estaminais embrionériashumanas (hESCs), as células
estaminais pluripotentes induzidas humanas (hiPSCs), as células estaminais
mesenguimatosas (MSCs), as células epiteliais amnioticas humanas (hAECS), as células
estaminais hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea (HSCs) e as células precursoras
multipotentes derivadas do pancreas. [4, 101]

A maior parte dos ensaios utilizam, principalmente, as hESCs e hiPSCs, devido
a sua proliferacdo teoricamente ilimitada e ao seu potencial proliferativo. [102] O maior

desafio ¢ descobrir a via de sinalizagdo até se alcancar a célula .

Células Estaminais Embrionarias Humanas

As hESCs derivam da massa do blastocisto e sdo pluripotenciais, uma vez que
tém a capacidade de se diferenciar nas 3 camadas germinativas. Para além disso, tém
uma elevada capacidade proliferativa e de auto-renovacgéo.[103]Foram isoladas de um
blastocisto humano e utilizadas pela primeira vez em meio de cultura em

1998.[104]Existe um debate ético sobre a utilizacdo de hESCs, o que tornou controversa
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a investigacdo nesta area. Por essa razdo, a maioria dos estudos sdo realizados em
modelos animais.[103]

Vaérios estudos focaram-se na descoberta da combinacdo ideal de fatores que
produzissem células endodérmicas a partir destas células. Em particular, o estudo de
D’Amouret al. eKroonet al. definiram os protocolos in vitro para a inducgédo de células
pancreaticas que recapitularam cada fase do desenvolvimento de células de ilhotas,
desde hESC a endoderme, a progenitores pancreaticos e, finalmente, a células do tipo
produtoras de insulina. [105-107]

Foi possivel observar que o transplante de progenitores pancreaticos derivados
das hESCs em vez da utilizagcdo de células B derivadas das hESCs completamente
diferenciadas foi mais eficaz em restaurar a normoglicemia através da libertacdo
insulinica dependente de glucose.[108] Isto sugere que é possivel existirem sinais de
diferenciacdo importantes intrinsecos ao microambiente pancredtico que sao,
atualmente, desconhecidos e que desempenham um papel crucial no desenvolvimento
da linhagem celular e fungdo das células B.[109] Também se podera considerar que as
células progenitoras retém umperfil estaminal favoravel para a maturacdo de células
produtoras de insulina que podem proporcionar uma resposta adequada a hiperglicemia.
Outros fatores que permitem uma diferenciacdo de células B eficiente in vivoe que séo
dificeis de reproduzir in vitro, poderdo estar relacionados com a vascularizacdo e a
interacdo com tecidos contiguos.[108]

No entanto, é necessario avaliar a seguranca deste processo, uma vez que O
transplante de células ndo completamente diferenciadas derivadas das hESCs possui um
risco oncogeénico, especialmente no que diz respeito a formacéo de teratomas.[110] De
forma a contornar este problema, estudos atuais investigam a possibilidade de triagem
de progenitores pancreaticos do resto da populacao de células [111] e métodos baseados
em anticorpos para a ablacdo de células tumorais.[112] As técnicas de purificagcdo
celular, como a triagem de células ativadas por fluorescéncia ou magneticamente, a
selecdo genética ou os marcadores de superficie celular, podem prevenir a implantacéo
de células indiferenciadas, diminuindo, assim, o risco de oncogénese.[113]

A utilizacdo de procedimentos de encapsulamento, ja suprarreferidos,é uma
alternativa interessante para garantir a seguranca e funcionamento dos percursores de
células beta e de derivados das hESCs, protegendo o doente de qualquer risco tumoral e

permitindo a remocdo do transplante em caso de mau funcionamento do mesmo.[114]
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Recentemente, foram transplantadas, intraperitonealmente em roedores, células f3
derivadas de hESC utilizando encapsulamento de alginato. O transplante foi funcional
durante 174 dias, com efeitos significativos na secrecdo do peptideo-C que se refletiram
na homeostase da glucose.[115] Estes resultados evidenciam o potencial destas céelulas

mas mais estudos serdo necessarios.

Células Estaminais Pluripotenciais Induzidas Humanas

A producdo de células estaminais pluripotentes pode ser realizada, sob condi¢6es
especificas, a partir de uma reprogramacdo de células somaticas. A inducdo de
pluripoténcia foi alcancada através da expressdo dirigida de fatores de transcricéo
especificos. Nestas células pode-se observar uma alta atividade da telomerase,
semelhante a das hESCs, e hipometilacdo de promotores de genes. Estas células
representam uma Otima opc¢do para o tratamento celular da DMT1, uma vez que sao
especificas do doente, eliminando, assim, a possibilidade de rejei¢do.[116, 117]

A producdo de iPSCs foi tradicionalmente realizada atraves da insercdo dos
fatores de transcricdo necessarios por um retrovirus no DNA. No entanto, a integracdo
retroviral e o risco de tumorigénese associado a fatores proto-oncogénicos limitam a sua
aplicacdo clinica. De forma a prevenir a mutagénese de inser¢do relacionada com a
reprogramacao direta, surgiram os plasmideos episomais. Esta € uma &rea de estudo
atual que demonstrou reprogramar fiavelmente fibroblastos e células sanguineas.[118]
Os plasmideos tém o potencial de produzir células de valor clinico, tendo baixas taxas
de aneuploidia relativamente a transducdo retroviral. Porém, outros agentes,
nomeadamente o0 RNA baseado no virus Sendai (SeV), proporciona ainda uma melhor
integracdo genética. Os métodos de reprogramacdo com este virus sdo muito fidveis e,
por oposicdo aos vetores retrovirais, este virus replica-se fora do ciclo celular
prevenindo a sua integracdo no DNA do hospedeiro. Infelizmente a transicdo para a
clinica é complicada, uma vez que ndo esta disponivel comercialmente. Dos métodos
utilizados atualmente, a reprogramacdo do RNA, quando bem sucedida, € a que produz
menor taxa de aneuploidia nas iPSCs. No entanto, este método apenas produz um
namero limitado de iPSCs a partir de fibroblastos, sendo incapaz de produzir estas

células a partir de células sanguineas.[119]
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A conversdo bem sucedida de iPSCs em celulas pancreadticas maduras
produtoras de insulina pode ser avaliada pela expressdo de véarios fatores,
principalmente pelo PSX1 e NKX6-1, que sdo essenciais na fungdo de células B
maduras.[120]Pagliucaet al. foi capaz de produzir células  derivadas das iPSCs (células
SC-B) que expressavam estes genes € retinham a produgdo insulinica apds
transplantacdo nas cépsulas renais de roedores afetados.[121] Porém, apesar destas
células serem capazes de secretar insulina apropriadamente, contornar a rejei¢do imune
das células transplantadas permanece um desafio. De facto, apesar de ser possivel obter
as células SC-B a partir das células somaticas do proprio doente, as células
transplantadas permanecem vulneraveis a autoimunidade presente na DMTL1. De forma
a aumentar a sobrevivéncia in vivo do material transplantado, as células SC-p foram
introduzidas em microcapsulas e foram incorporados imunomodeladores especificos.
Assim, microcapsulas com células SC-B foram transplantadas concomitantemente com
MSCs, células T reguladoras e células de Sertoli numa tentativa de desvanecer a
imunogenicidade do transplante.[63] Recentes estratégias incorporaram agentes
imunossupressores na membrana da microcdpsula. A integracdo do éacido
ursodeoxicélico, um acido biliar terciario que inibe a ativacdo imune e fagocitose de
tecidos alogénicos, proporcionou uma melhor viabilidade das células B encapsuladas
sem afetar negativamente a integridade da microcapsula. Na verdade, a associacdo deste
acido sugeriu diminuir o edema celular e otimizar a durabilidade da microcapsula.[122]
A quimiocina CXCL12 utilizada no revestimento das células das ilhotas
microencapsuladas também pode aqui ser utilizada dado que esta pode funcionar como
um revestimento protetor das células SC-B encapsuladas.[63]

Os Vvérios estudos abordam as preocupacdes éticas e de seguranga que giram em
torno da terapia com hiPSCs assim como evidenciam a sua potencial eficacia no
tratamento da DMT1.

Células Estaminais Mesenquimatosas

As MSCssdo células multipotentes e podem derivar de varios tecidos e 6rgaos,
nomeadamente, sangue do corddo umbilical, placenta, -cartilagem e tecido
adiposo.[123]Apesar de serem raras nestes tecidos, a sua grande capacidade de auto-

renovacgdo permite a expansdo eficiente destas células in vitro. As MSCs humanas tém
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uma grande funcdo imunomodeladora uma vez queinibem a proliferacdo e funcéo das
populacGes major de células do sistema imune como as células T, B e NK, induzem as
células Treguladoras CD4+/CD8+, Foxp3+ e modulam as atividades das células. Assim,
sendo pouco imunogénicas e com tolerancia imune, estas células tornam-se promissoras
no tratamento da DMT1. [99, 124]

Estas células tém propriedades citoprotetoras, uma vez que secretam fatores
soliveis que inibem a apoptose e promovem a angiogenese e a sobrevivéncia das
células.[125] Deste modo, a sua associacao ao transplante de ilhotas pode ser benéfica,
prevenindo a perda significativa de ilhotas devido a reacdo inflamatéria inicial, a
hipoxia e lesdo de reperfusdo pds isquemia.[126]Estudos demonstraram um efeito anti-
apoptdético associado a expressdo de Bcl-2 e a baixos niveis de caspase 3 clivada e uma
melhor angiogénese com maior detecdo do fator de crescimento vascular (VEGF).[125]

Recentemente, dois grupos dirigiram uma abordagem mais direta para identificar
os fatores derivados das MSC que poderiam estar associados ao melhor funcionamento
das ilhotas in vivo. Identificaram uma proteina sobreexpressa, a Anexina Al. Esta
aumentou a secre¢do de insulina estimulada pela glicose e reduziu a atividade da
caspase 3/7 in vitro. No entanto, uma auséncia desta proteina ndo aboliu o efeito
protetor das MSC, sugerindo um papel de outros fatores.[127] Também identificaram
biomarcadores de capacidade regenerativa das ilhotas como a interface de elastina
microfibrila 1 e a proteina cinase ligada a integrina que sdo altamente expressos em
algumas MSC.[128]Mais estudos com auséncia ou sobreexpressdo destas proteinas sdo
necessarios para demonstrar a importancia das mesmas em modelos pré-clinicos de
DMT1 e no transplante de ilhotas.[126] Assim, é fundamental perceber a via de
administragdo Otima e o nuimero de MSC necessarias para uma terapéutica bem-
sucedida. E de igual forma imperativo a compreenséo detalhada de como é mediada a
funcdo protetora das MSC no transplante de ilhotas para uma melhor aplicacdo das
mesmas. [126]

No entanto, € importante nomear as limitacdes do uso destas células. Em
primeiro lugar, os niveis de peptideo-C de células diferenciadas foram baixos e ndo
conseguiram manter a normoglicemia em roedores diabéticos, indicando a necessidade
de melhorar quer qualitativamente, quer quantitativamente, a massa de células
produtoras de insulina. A este respeito, a diferente camada germinativa de derivacdo de
MSCsdificulta a interpretacdo de protocolos de diferenciacdo para células produtoras de
insulina. [129]Para além disso, os clones de MSCs exibem diferentes taxas de
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proliferacdo que dificultam a consolidacdo de protocolos padrdo para a obtencdo de
celulas betalike. [123]

Ceélulas Epiteliais Amnioticas Humanas

O tecido placentario representa uma fonte abundante de células estaminais. S&o
varios 0s estudos que demonstram que as hAECs expressam marcadores de células
estaminais e retém a capacidade de se diferenciar nas 3 camadas germinativas. Por esta
razdo, a bolsa amnidtica tem sido proposta com uma fonte biologica de células
estaminais para a medicina regenerativa. As vantagens da utilizacdo de células
derivadas da placenta incluem disponibilidade universal de amostras, utilizacdo de
técnicas de recolha e manuseamento de células ndo invasivo, auséncia da questdo ética
(associada, por exemplo, ao uso de células embrionarias) e o baixo risco de doenca
enxerto versus hospedeiro (DEVH). Estudos foram capazes de diferenciar hAECs em

celulas produtoras de insulina em resposta a glucose.[130, 131]

Devido as suas peculiaridades, as células estaminais sdo, entdo, consideradas as

candidatas mais promissoras para a futura abordagem curativa da DMT1.[104]

Vacina GADG65

De forma a preservar, em estadios iniciais da DMT1, a funcédo das restantes
célulasp, foram desenvolvidas estratégias imunomodeladorasdentro das quais 0 GAD-
alum se destacou. Esta estratégia remete para a modulacdo da resposta imune através da
apresentacdo de antigénios de forma a que o sistema imune substitua o processo
destrutivo para uma tolerdncia aos mesmos, como ocorre na maior parte das
alergias.[132, 133]

O acido glutdmico descaboxilase é considerado um auto-antigénio major na
autoimunidade da DMT1 e, em modelos animais, a administracdo de GADG65 foi capaz
de prevenir a destruicdo autoimune das células B pancreaticas. E uma abordagem
segura, uma vez que ndo foram mencionados efeitos adversos e pode ser administrada

por via subcutanea ou, de forma mais eficaz, nos ganglios linfaticos. O desvio da
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imunidade de Th2 para Th1l pode ser o mecanismo responsavel para o efeito clinico. No
entanto, até ao momento, a sua eficacia foi insuficiente e futuros estudos sdo necessarios
para determinar em que subpopulacdes esta vacina poderd ser eficaz, utilizando-a em
combinacdo com outras terapias e investigando outras possiveis formas de

administracdo.[133]
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Conclusao

Atualmente, o tratamento realizado na DMT1 com substituicdo exdgena
insulinica é relativamente eficaz na manutencdo da normoglicemia e no controlo das
complicacbes a longo prazo, sendo,contudo,condicionada pelo risco inerente das
hipoglicemias. O aperfeicoamento do controlo glicémico com as bombas de insulina
acopladas a sensores de monitorizacdo continua da glicose em ansa fechada perfilam-se
para melhorar a qualidade de vida dos doentes com diabetes tipo 1, evitando as temiveis
hipoglicemias. No entanto, ndo podemos considerar tal abordagem a cura da diabetes,
uma vez que implica um tratamento crénico associado a manipulacdo e monitorizacdo
por parte do doente.

O transplante total de pancreas é a Unica op¢éo de cura mundialmente aceite para
a DMTL1. Porém, o risco de morbilidade e mortalidade associado ao procedimento
cirirgico ndo sdo despreziveis, sendo necessaria uma alternativa com menor
morbimortalidade. Nesse sentido, o transplante de ilhotas pode ser promissor, sobretudo
se associado a técnicas de isolamento com micro ou nanocapsulas.

As células estaminais estdo a emergir como a chave para substituicdo de células
B. Estas possuem um grande potencial para se diferenciarem em células produtoras de
insulina quando expostas aos fatores de transcricdo adequados.

Apesardos varios resultados animadores apresentados na ultima década
relativamente a utilizacdo das células estaminais, existe, ainda, um longo caminho a
percorrer para se alcancar uma terapéutica celular segura para a DMT1. Os atuais e
futuros estudos devem tentar superar os desafios major da terapia celular que estéo

relacionados com a seguranca e a eficiéncia das células transplantadas.
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