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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade do transplante de corneas
humanas descelularizadas (CDs) colonizadas com células-tronco das bolsas de gordura da
palpebra (OFSCs) em reconstruir a superficie ocular de coelhos com insuficiéncia limbica.
As OFSCs foram isoladas e criopreservadas com sucesso, mantendo a viabilidade e
capacidade de colonizar as CDs. Analises histoldgicas pos-transplante demonstraram

integracdo e reepitelizagdo, sugerindo o potencial terapéutico das CDs e OFSCs.
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INTRODUCAO

O epitélio da cérnea é fundamental para a visao e
manutencdo da transparéncia da cdrnea. As células-
tronco responsaveis pela renovagdo constante e
reparacao desse epitélio estdo localizadas na camada
basal do epitélio limbico, sendo o limbo
corneoescleral a regido de transigdo entre a cérnea e a
conjuntiva bulbar (Shortt et al., 2007). Além de ser
fonte de células-tronco para o epitélio corneano, o
limbo corneoescleral também atua como uma barreira
entre os epitélios da cdrnea e da conjuntiva. Dessa
forma, o limbo impede a neovascularizacdo e a
invasdo da superficie da cornea pelo epitélio
conjuntival, ajudando a manter a transparéncia e
integridade da cérnea (Dua e Azuara-Blanco, 2000;
Baylis et al., 2011).

A insuficiéncia limbica (LSCD - limbal stem cell
deficiency) é uma condicdo ocular grave que resulta na
disfuncéo das células-tronco limbicas, levando a perda
da capacidade de renovacdo do epitélio corneano e
comprometimento visual (Casaroli-Marano et al.,
2013). A LSCD afeta milhdes de pessoas ao redor do
mundo sendo um dos grandes fatores responsaveis
pelas doencas da cérnea (Sharma et al., 2011). A
reconstrugdo da superficie ocular em casos de LSCD
representa um desafio clinico significativo, e
pesquisas por abordagens terapéuticas inovadoras sdo
continuas.

Evento online
www.even3.com.br/cobicet2025

descelularizacdo; transplante; insuficiéncia

As técnicas mais empregadas no tratamento da LSCD
consistem no transplante de células-tronco limbicas ou
de células epiteliais da mucosa oral, frequentemente
utilizando membrana amnidtica ou fibrina como
suporte (Yazdanpanah et al., 2019; Oliva et al., 2020).
No entanto, essas abordagens apresentam diversas
limitagbes, tais como a capacidade restrita de
autorrenovacdo das células cultivadas e o risco de
contaminagdo  por  componentes  Xenogénicos
utilizados nas culturas celulares e/ou na preparacao da
fibrina. A membrana amniética, por sua vez, é de
dificil manipulagdo, possui transparéncia limitada e
baixa resisténcia mecénica (Rahman et al., 2009;
Nguyen et al., 2018). Além disso, o transplante
autdlogo de células-tronco limbicas pode induzir
LSCD iatrogénica no olho doador e ndo pode ser feito
em pacientes com LSCD bilateral (Kiritoshi et al.,
2019). Por outro lado, o transplante alogénico esta
associado ao risco de rejeicdo imunoldgica e aos
efeitos adversos decorrentes da imunossupressao
(Kiritoshi et al., 2019).

As limitagdes das terapias atualmente disponiveis para
a LSCD tém impulsionado o desenvolvimento de
pesquisas por estratégias inovadoras para a
reconstrucdo do epitélio corneano. O presente estudo
explorou o potencial terapéutico das células-tronco
das bolsas de gordura da palpebra humana (OFSCs)
em  combinagdo com  cOrneas  humanas
descelularizadas (CDs). As OFSCs, por serem células-
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tronco mesenquimais, apresentam caracteristicas
promissoras como a capacidade de autorrenovacdo e
diferenciacdo celular, além de propriedades
imunomoduladoras (Martins et al., 2014). A utilizacéo
de CDs oferece um arcabouco natural e biocompativel
gue serve como um substrato para adesdo, proliferacéo
e diferenciacdo celular, minimizando o risco de
rejeicdo imunoldgica e permitindo a reconstrucéo
tecidual (Martins et al., 2020).

Os objetivos gerais deste trabalho foram avaliar o
transplante lamelar anterior das CDs colonizadas com
as OFSCs em olhos de coelhos portadores de
insuficiéncia  limbica.  Especificamente, foram
realizadas as seguintes estapas: isolamento, cultivo e
criopreservacdo das OFSCs em meio de cultura
suplementado com soro humano; descelularizagéo das
cérneas humanas; colonizagdo das matrizes
descelularizadas com as OFSCs; inducéo e avaliagdo
do desenvolvimento de LSCD em coelhos; avaliagéo
da capacidade do transplante lamelar das CDs
colonizadas com as OFSCs em reconstruir a superficie
ocular no modelo animal de LSCD, verificando a
seguranga do procedimento e a existéncia de eventos
adversos.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo do soro humano (SH)

O soro humano utilizado no estudo foi coletado de
doadores voluntarios com idades entre 21 e 35 anos,
seguindo o método convencional de coleta de sangue
a vacuo, utilizando tubos sem anticoagulante
(Vacuplast). Todo o procedimento foi realizado em
conformidade com as diretrizes do Comité de Eticaem
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) (CAAE: 02887512.6.0000.5149).

Apos a coagulagdo espontanea do sangue, foi feita a
centrifugacdo a 252 g, a temperatura ambiente, por 10
minutos, para separar o soro. O soro obtido de
diferentes doadores foi entdo combinado, formando
um pool de SH. Esse pool foi, posteriormente,
submetido a inativacdo térmica a 56°C por 30 minutos
e, em seguida, congelado a - 20°C.

Isolamento e cultivo das OFSCs

O tecido adiposo foi obtido das bolsas de gordura da
palpebra superior removidas durante blefaroplastia de
pacientes internados na Clinica de Olhos da Santa
Casa de Misericordia de Belo Horizonte ou na
Sociedade Oftamoldgica de Minas Gerais, de acordo
com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149).
Logo apos a remocédo da gordura, esta foi transferida
para tubos de polietileno de 50 mL contendo 20 mL de
meio de cultura DMEM sem soro.

Em capela de fluxo laminar, o tecido foi lavado em
tampéo fosfato salina 0,15M, pH 7,4 (PBS). A gordura
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foi picotada e tratada com solucdo de colagenase tipo
1 0,10% em PBS 0,15 M, por 1 hora, em estufa a 37
°C, atmosfera Umida e 5% CO2, para digestdao da
matriz extracelular. Durante esse periodo, a cada 15
minutos, o tubo contendo a gordura foi agitado
vigorosamente. Decorrido o periodo de 1 hora, a
digestéo foi interrompida pela adicdo de meio DMEM
suplementado com 10% de SH. A seguir, o tubo foi
centrifugado a 1400 rpm, por 10 minutos. Ao final da
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado contendo a fracdo celular foi ressuspenso
em meio de cultura basal suplementado com SH e
transferido para garrafas de cultura celular T-25 que
foram mantidas em estufa a 37 °C, atmosfera imida e
5% CO2 (Martins et al., 2014).

A cada dois dias 0 meio de cultura foi removido e as
células lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,4,
para remogdo de células sanguineas residuais e ndo
aderentes, e em seguida foi adicionado novo meio de
cultura basal. Quando as células atingiram 70-80% de
confluéncia, o meio de cultura foi retirado, as células
foram lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,4 ¢
tratadas com 1 mL de tripsina 0,05% EDTA, por 5
minutos. Apds a acdo da tripsina, esta foi inativada
com meio de cultura basal (10 mL), a suspensdo
formada foi dividida em novas garrafas de cultura
celular T-75 e acrescentado mais meio de cultura
basal. As células foram expandidas, dessa maneira, até
a 2a passagem, quando foram congeladas.

Criopreservacéo e descongelamento das OFSCs

Para a criopreservagéo, as culturas de OFSCs com
aproximadamente 70% de confluéncia foram
tripsinizadas e centrifugadas a 1400 rpm por 10
minutos. As células foram entdo ressuspendidas em
meio de cultura basal, contadas, e transferidas paraum
meio de congelamento composto por 50% de meio
DMEM, 40% de soro humano (SH) e 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO). Este meio foi filtrado com
membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 pm.
Aliguotas de 1 mL, contendo 1 x 106 células, foram
acondicionadas em tubos criogénicos devidamente
identificados.

Os tubos foram colocados em rack contendo
isopropanol e transferidos para -80 °C. O isopropanol
permite um congelamento lento, o que é crucial para
prevenir a formacéo de cristais de gelo no interior das
células, minimizando danos celulares. No dia
seguinte, os tubos foram transferidos para o nitrogénio
liquido, onde permaneceram estocados até o momento
do uso.

Para o0 descongelamento, os criotubos foram
rapidamente retirados do nitrogénio liquido e imersos
em banho-maria a 37 °C para um descongelamento
rapido.  Subsequentemente, as células foram
transferidas para tubos de polietileno contendo 10 mL
de meio de cultura basal e centrifugadas a 1400 rpm
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por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, € 0
precipitado celular foi ressuspenso no meio de cultura
basal e transferido para garrafas de cultura celular T-
75, as quais foram mantidas em estufa a 37 °C,
atmosfera imida e 5% CO2.

Descelularizagéo de cérneas humanas

Para este estudo, foram utilizadas c6rneas humanas
oriundas de botdes corneoesclerais, 0s quais estavam
preservados em meio Optisol GS (Bausch e Lomb) e
foram considerados inviaveis para transplante. Essa
inviabilidade decorreu de fatores como tempo de
preservacao prolongado ou baixa contagem celular. O
material foi obtido junto ao Banco de Tecidos
Oculares Humanos do MG Transplantes/Fundagéo
Hospitalar do Estado de Minas Gerais (Fhemig), em
conformidade com as normas aprovadas pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UFMG, sob o CAAE:
49967715.0.0000.5149. A faixa etéria dos doadores
variou de 29 a 69 anos.

O protocolo de descelularizagdo foi iniciado com a
remocdo do excesso de esclera dos botdes
corneoesclerais. Subsequentemente, as corneas foram
incubadas em uma solugdo de NaCl 1,5 M por um
periodo de 48 horas. A etapa seguinte consistiu no
tratamento das cdrneas com 5U/mL de DNAse e 150
pg/mL de RNAse (Invitrogen), por 48 horas, a uma
temperatura de 37°C. Posteriormente, as corneas
foram submetidas a uma lavagem com PBS por 72
horas (Martins et al., 2020). Todos os procedimentos
foram conduzidos sob agitagdo continua e a
temperatura ambiente, com excegdo do tratamento
com nucleases, que foi realizado sob temperatura
controlada.

Colonizagéo das CDs com as OFSCs

Previamente a recelularizacdo, as CDs foram
incubadas em meio DMEM/F12 (Gibco) contendo
100 unidades/mL de PSA e 60 mg/L de gentamicina
em estufa a 37°C, atmosfera imida e 5% CO2. No dia
seguinte, as OFSCs foram semeadas sobre a
membrana basal das CDs na densidade de 1x10*
células por CD. As células foram mantidas em cultivo
com meio de cultura basal por 7 dias.

A avaliacdo da adesdo, viabilidade, morfologia e
distribuicdo das OFSCs cultivadas sobre a membrana
basal das CDs foi realizada apds 7 dias por meio de
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e do
ensaio de Calceina-AM (Calcein Acetoxymethyl
ester).

Para o ensaio de Calceina-AM, as amostras foram
lavadas com PBS e incubadas por 30 minutos em
estufa (37°C, 5% CO2) com 5 puM de Calceina-AM
(Invitrogen) em meio basal sem soro. A Calceina-AM
¢ um composto ndo fluorescente que, ao ser
hidrolisado por esterases intracelulares em células
viaveis, se torna fluorescente e impermeavel a
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membrana, permitindo a deteccdo de células vivas. As
amostras foram visualizadas em Microscopio
Confocal (Zeiss 5 Live).

Para andlises por MEV, as CDs colonizadas com as
OFSCs foram fixadas em solugdo de Karnovsky:
glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2% em tampéo
fosfato 0,1M, pH 7,2, overnight a 4°C. Em seguida, as
corneas foram lavadas em tampdo fosfato (3 vezes/5
minutos) e pds-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em
tampao fosfato por 2 horas a 4°C. Apo6s lavagens com
agua destilada (3 vezes/10 minutos), as amostras
foram desidratadas em uma série ascendente de etanol:
30 - 50 - 70 - 80 - 95% (2 vezes/10 minutos cada) e,
por fim, em alcool absoluto (3 vezes/10 minutos).
Finalizada a desidratacdo, as amostras foram
submetidas & secagem em ponto critico de CO2
(Balzers, CPD-020). A seguir, as amostras foram
montadas em suporte de aluminio padréo e submetidas
ao processo de metalizagdo em ouro (Edwards
Scancoat six). As imagens foram obtidas por meio do
microscopio eletronico de varredura (FEI Quanta 200
FEG) do Centro de Microscopia da UFMG.

Desenvolvimento do modelo animal de LSCD e
transplante lamelar anterior

O estudo in vivo foi realizado nas instalacBes do
Biotério da Faculdade de Medicina da UFMG,
empregando coelhos Nova Zelandia albinos
provenientes da Fazenda Experimental Professor
Hélio Barbosa-UFMG, em Igarapé, Brasil. A
utilizagdo dos animais seguiu as normas aprovadas
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMG, sob o protocolo nimero 9/2018.

A LSCD foi induzida no olho direito de trés coelhos,
machos, pesando entre 2,0 a 2,5 kg, por meio de
desbridamento mecanico da superficie ocular
utilizando o instrumento Alger Brush Il, conforme
protocolo estabelecido por Li et al. (2016) A anestesia
para a indugdo da LSCD foi administrada via
intramuscular (cetamina 35 mg/Kg + xilazina 5 mg/Kg
+ acepromazina 0,75 mg/Kg) e topicamente
(cloridrato de proparacaina 0,5%).

Apo6s intervalo de um més, que permitiu a
manifestacdo da LSCD, dois coelhos foram
submetidos ao transplante lamelar das CDs
previamente colonizadas com as OFSCs. Um coelho
ndo foi transplantado, sendo o controle.

Durante todo periodo, antibidticos tdpicos foram
administrados ~ conforme as  recomendagdes
protocolares. Apés o transplante lamelar, 0s animais
receberam cuidados pds-operatorios que incluiram
analgesia (cetoprofeno 2mg/kg, subcutaneo, a cada 24
horas nos primeiros dois dias), hidratacdo
perioperatoria (solugdo glicosalina 2 ml/Kg/hora), e
medicacdo ocular tépica (moxifloxacina 0,5% e
cloridrato de dexametasona 0,1% 3x/dia por 90 dias).
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Decorridos 90 dias do pos-operatério, os coelhos
foram eutanasiados com pentobarbital (150 mg/kg)
via intravenosa e foi feita a coleta dos bulbos oculares.

Anadlises histologicas

Apb6s 3 meses do transplante, os coelhos foram
eutanasiados, e o bulbo ocular enucleado foi fixado
com paraformaldeido tamponado 4%. Para a
preparacdo das amostras para analise histoldgica, o
tecido foi submetido a uma fase de desidratacdo por
imersdo em séries crescentes de alcool etilico (70%,
80%, 90%, 95% e absoluto I, 11 e 111) por 30 minutos
em cada banho. Em seguida, foi realizada a
diafanizaco por meio da imersdo das amostras em
trés banhos de xilol por 20 minutos em cada.

Apos a diafanizacdo, seguiu-se a fase de infiltracéo,
com imerséo das amostras em trés banhos de parafina
a58°C por 20 minutos em cada banho. Finalmente, foi
feita a inclusdo em parafina. Cortes de 7 um de
espessura foram montados em laminas histolégicas e
submetidos as coloragdes de hematoxilina e eosina
(HE). Os cortes foram observados e fotografados ao
microscopio de luz (Olympus BX-41/camera digital
colorida Q-Color3 da Qlmaging).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento, cultivo e criopreservacao das OFSCs

O processo de isolamento das OFSCs comegou com o
processamento enzimdtico do tecido adiposo
palpebral. Inicialmente, essa etapa resultou em uma
populacdo celular mista, contendo tanto células
aderentes de morfologia fibroblastoide quanto células
ndo aderentes e arredondadas. Com as trocas
sucessivas do meio de cultura e expansdo celular, as
células ndo aderentes foram gradualmente eliminadas.
A partir da segunda passagem, obteve-se uma
populagdo homogénea de células aderentes, com a
tipica morfologia fibroblastoide, demonstrando
potencial de autorrenovagdo e capacidade de formar
coldnias. Essas células foram entdo criopreservadas e,
apos o descongelamento, observou-se que ndo houve
alteracdo em sua morfologia (Figura 1). A manuten¢éo
da morfologia e viabilidade apds criopreservacao é um
achado significativo, pois a preservagéo a longo prazo
é crucial para aplicagdes clinicas.

Em trabalhos anteriores pioneiros no Brasil, nosso
grupo de pesquisa isolou e caracterizou com sucesso
as OFSCs (Martins et al., 2014), bem como colonizou
corneas descelularizadas com essas células (Martins et
al. 2022). Entretanto, nestes estudos prévios, ndo foi
realizada a criopreservacdo das OFSCs e had uma
escassez de estudos envolvendo esse tipo celular,
apesar da sua potencialidade clinica.

Diversos métodos e meios de congelamento foram
desenvolvidos para criopreservacdo das MSCs de
diferentes fontes, com excecdo das OFSCs (Crowley
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etal., 2021; Gonda et al., 2008; Marquez-Curtis et al.,
2015; Yong et al., 2015). No entanto, 0os meios de
congelamento utilizados apresentam limitacbes e
ainda nao ha protocolo seguro e padronizado para a
criopreservacdo das MSCs. No presente trabalho, a
fim de evitar o uso de componentes xenogénicos, nos
propomos a utilizacdo do soro humano, em
substituicdo do soro fetal bovino comumente utilizado
nos meios de congelamento celular.
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Figura 1. Fotomicrografia demonstrando aspecto
morfolégico das células-tronco das bolsas de gordura
da palpebra humana ap6s o processo de
criopreservagdo. As células mativeram a capacidade
de aderéncia a superficie pléstica e morfologia
fusiforme tipica. Barra = 100 um. Imagem
representativa de n = 3.

Colonizagéo das CDs com as OFSCs

As corneas humanas foram descelularizadas
utilizando protocolo previamente padronizado pelo
nosso grupo de pesquisa. A eficacia da remocédo dos
componentes celulares e a caracterizacdo da matriz
descelularizada obtida por este protocolo foram
previamente publicadas pelo nosso grupo de pesquisa
(Martins et al., 2020).

Os resultados da colonizacdo da membrana basal das
CDs com as OFSCs descongeladas foram
promissores. O ensaio de Calceina-AM demonstrou
que as OFSCs foram capazes de aderir & matriz
descelularizada e permaneceram viaveis apos 7 dias de
cultivo (Figura 2). A Vviabilidade celular foi
evidenciada pela emissdo de fluorescéncia verde
resultante da metabolizacdo do composto. Tal
resultado comprova a biocompatibilidade da matriz
descelularizada  desenvolvida. Tais resultados
sugerem que as OFSCs possam ser uma fonte
promissora de células autélogas para reconstrucao da
superficie ocular.
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Figura 2. Viabilidade e morfologia das OFSCs
cultivadas sobre a membrana basal das CDs. Imagens
de microscopia confocal, verde: calceina-AM. Barra

= 100 um. Imagem representativa de n = 3.

Analises das micrografias eletrénicas de varredura
complementaram esses achados, confirmando que as
células estavam bem aderidas e distribuidas
uniformemente pela superficie da membrana basal das
CDs (Figura 3). Essa adesdo celular e distribuigdo
homogénea sdo fundamentais para a formacao de um
tecido de revestimento funcional e para o sucesso de
um futuro transplante. A capacidade das OFSCs de
colonizar eficientemente as CDs sugere que essa
combinacdo pode servir como um excelente

Figura 3. Micrografia eletrdnica de varredura das
OFSCs aderidas & membrana basal das CDs,
evidenciando a morfologia celular e distribuicao
homogénea. Barra = 100 um. Imagem representativa
den=3.

Anélises histoldgicas poés-transplante

Todos o0s animais mantiveram-se clinicamente
saudaveis, sem perda de peso, ao longo de todo
periodo experimental.
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Foram realizadas analises histologicas preliminares, 3
meses apos o transplante das CDs colonizadas com as
OFSCs em coelhos com insuficiéncia limbica. Por
meio das coloragBes com hematoxilina e eosina, foi
possivel observar a integracdo das lamelas anteriores
das CDs aos tecidos adjacentes. Essa integragdo é um
sinal positivo de biocompatibilidade e de sucesso do
procedimento de implante (Figura 4).

Foi notdvel a auséncia de focos necréticos tanto na
regido do implante quanto nos tecidos adjacentes, o
que indica tolerancia satisfatéria do organismo do
hospedeiro ao material transplantado e ao
procedimento. Os tecidos adjacentes ao local do
transplante permaneceram integros, reforgando a
seguranca do procedimento e a auséncia de eventos
adversos significativos de rejeicdo ou inflamacéo
exacerbada.

Um achado importante foi a migracdo de células do
hospedeiro para o interior do estroma das lamelas
descelularizadas. Essa migrag¢do de células nativas
para o arcabouco transplantado indica a
biocompatibilidade do mesmo e contribui para a
remodelacgéo tecidual. Adicionalmente, foi observado
gue a superficie das lamelas implantadas foi recoberta
por epitélio estratificado simples pavimentoso nédo
queratinizado. A reepitelizacdo da cornea é um
objetivo critico no tratamento da LSCD, e a formacéo
de um epitélio ndo queratinizado é essencial para a
manutencdo da transparéncia e funcdo visual da
cornea. Esses resultados alinham-se com pesquisas
que utilizam matrizes descelularizadas como
arcabouco para engenharia tecidual corneana,
demonstrando seu potencial na reconstrucdo do
segmento anterior da cornea e do limbo (Fu et al,
2010; Shafiq et al, 2012).

O uso de OFSCs em CDs pode contribuir para a
reepitelizagdo, potencialmente devido as propriedades
pardcrinas das células tronco derivadas de tecido
adiposo. Sikora et al. (2021) relataram que células-
tronco derivadas de tecido adiposo promovem a
proliferacdo das células-tronco limbicas, além de
mitigarem o impacto deletério causado por processos
inflamatorios.
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Transplante — CDs + OFSCs
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Figura 4. Fotomicrografias dos cortes histolégicos
das corneas dos coelhos recuperadas apds 3 meses do
transplante lamelar das CDs colonizadas com as
OFSCs corados com hematoxilina e eosina (A-C).
Cortes histolégicos das cérneas dos coelhos
controles, que ndo receberam o tranplante (E, F).
Aumento 10X (A, E). Aumento 40X (B, C, F).

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a viabilidade e o potencial
terapéutico das OFSCs em combinagdo com CDs na
reconstrucdo da superficie ocular em um modelo
animal de insuficiéncia limbica.

O protocolo de criopreservacdo e descongelamento
das OFSCs foi eficaz, garantindo a manutencdo da
morfologia e viabilidade celular apds o processo de
descongelamento. As OFSCs demonstraram excelente
capacidade de adeséo e distribuicdo homogénea sobre
a membrana basal das CDs, estabelecendo um
constructo  promissor. Finalmente, as analises
histolégicas pos-transplante revelaram a integracdo
bem-sucedida das lamelas descelularizadas aos
tecidos do hospedeiro e auséncia de necrose. Ademais,
verificou-se a migragdo de células do hospedeiro para
o implante e, crucialmente, a formacédo de um epitélio
estratificado ndo queratinizado sobre a superficie
implantada.

Esses resultados preliminares sdo encorajadores e
sugerem que o transplante lamelar anterior de cdrneas
descelularizadas colonizadas com OFSCs pode ser
uma estratégia segura e eficaz para a reconstrucdo da
superficie ocular em casos de LSCD, justificando a
importancia de pesquisas mais aprofundadas, as quais
podem abrir caminho para futuras investigacbes
clinicas.
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