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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTM) apresentam potencial regenerativo ndo somente pela
sua plasticidade, mas também pela sua capacidade de modular a resposta imunolégica com
efeitos imunossupressores e secrecdo de um largo espectro citocinas. O G-CSF é um potente
fator de crescimento celular e tem a capacidade de mobilizar as CTs para o0 sangue periférico
permitindo facil obtencdo destas células. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de
diferentes doses de G-CSF na cinética de mobilizacdo das CTHs e CTMs para 0 sangue
periférico e no perfil de citocinas produzidas in vitro por essas células. Foram utilizados 6
grupos com 12 camundongos fémeas Swiss, grupo controle e 5 grupos de doses 1, 2, 3,4 e 5
de G-CSF. As CTHs e CTMs mobilizadas foram identificadas por meio de marcadores
celulares especificos por citometria de fluxo. As amostras de CTHs e CTMs, de sangue
periférico (SP) e medula 6ssea (MO) foram cultivadas in vitro e as citocinas foram dosadas
nos sobrenadantes destas culturas pela técnica de Cytometric Bead Array (CBA). O pico de
CTMs mobilizadas ocorreu com 4 doses na MO e com 5 doses de G-CSF no SP. As CTHSs
atingiram o pico com 2 doses de G-CSF na MO e com 4 doses no SP. Houve uma maior
mobilizacdo de CTMs do que CTHSs, porém essa razdo CTM/CTH ainda foi maior na MO. As
culturas de MO das doses 3, 4 e 5 de G-CSF apresentaram células aderentes fibroblastdides,
enquanto que foram observadas nas culturas de sangue de 2 e 3 doses de G-CSF. Houve uma
maior producdo das citocinas IL-6, TNF-a na fase inicial do cultivo das CTs, tanto MO
quanto SP. O IFN-y apresentou-se elevado na fase inicial, porém atingiu um pico no final do
cultivo. As citocinas IL-2, IL-4, IL-17A e IL-10 tiveram um comportamento semelhante
atingindo pico de concentracdo na fase tardia do cultivo. Na andlise da frequéncia de altos
produtores de citocinas para cada dose administrada de G-CSF in vivo, observou-se um
comportamento semellhante das citocinas das culturas de MO e SP. A maioria das citocinas
produzidas nas culturas de 5 doses tanto de MO quanto de SP apresentaram diferenca
significativa com relacdo a doses inferiores de G-CSF. Esse estudo sugeriu uma possivel
influéncia do G-CSF ndo somente na mobilizacdo, como ja é conhecido, mas também na
producdo de vérias citocinas inflamatérias e anti-inflamatétrias, podendo possivelmente atuar
no estimulo da diferenciacdo e modulacdo das CTMs.

Palavras-chave: célula tronco mesenquimal, célula tronco hematopoética, G-CSF,
mobilizacéo, citocinas.
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ABSTRACT

The mesenchymal stem cells (MSCs) have regenerative potential by its plasticity and ability
to modulate the immune response with immunossupressive effects and secretion of a broad-
spectrum cytokines. The G-CSF is a potent cell growth factor and has the ability to mobilize
SCs into peripheral blood. The aim of this study was to evaluated the influence of different
doses of G-CSF on the kinetics at HSC and MSCs mobilization into peripheral blood and the
G-CSF effect on the cytokine profile produced by these cells in vitro. We used six groups of
12 female Swiss mice, control group and five doses groups 1, 2, 3, 4 and 5 of G-CSF. The
HSCs and MSCs mobilized were identified using cell markers performed by flow cytometry.
The peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) samples were used of each group to obtain
the HSCs and MSCs, which were cultivated in vitro. Cytokines were measured in
supernatants of PB and BM cultures by Cytometric Bead Array (CBA). The MSCs
mobilized peak occurred with 4 doses of G-CSF in BM and 5 doses in PB. The HSC peaked
occurred with 2 doses of G-CSF in BM and 4 doses in PB. There was a greater mobilization
of MSCs than HSC, but that reason MSC/HSC was even greater in BM. The BM Cultures
doses 3, 4 and 5 of G-CSF showed fibroblastoid adherent cells while in the PB cultures it was
in cultures doses 2 and 3 doses of G-CSF. There was an increased production of IL-6, TNF-a
in early cultivation of the SCs both BM and PB. The IFN-y was increased in the initial phase,
but peaked at the end of cultivation. The IL-2, IL-4, IL-17A and IL-10 cytokines had similar
behavior reaching peak concentration in the late stage of cultivation. In the analysis of high
frequency of cytokine producers for each dose of G-CSF in vivo, we observed same behavior
cytokine in BM and PB cultures. Most of the cytokines produced in both BM and PB cultures
of five doses showed significant differences about lower doses of G-CSF. This study
suggested a possible influence of G-CSF to mobilize cells, as is known, but also in the
production of several inflammatory and anti-inflammatory cytokines and possibly stimulate
and modulate the differentiation of MSCs.

Keywords: mesenchymal stem cells, hematopoietic stem cells, G-CSF, mobilization and
cytokines.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, uma nova area chamada Medicina Regenerativa, vem revelando
perspectivas inovadoras para o tratamento de doencgas cronico-degenerativas através da
utilizacdo de células, fatores de proliferacdo e diferenciacdo celulares e biomateriais
(SANTOS et al., 2004; BOROJEVIC, 2008). No fim do século XX, a aplicacdo das células
tronco (CTs) representou uma revolugdo no entendimento dos mecanismos de reparo e
regeneracdo tecidual (BIANCO; ROBEY, 2001; SCHWINDT et al., 2005; PRENTICE,
2006), incluindo os érgdos considerados como incapazes de desenvolver quaisquer processos
de regeneracgdo, como o cérebro e o coracdo (SANTOS et al., 2004).

As CTs podem ser de origem embrionaria, fetal ou do adulto e possuem trés
caracteristicas que as distinguem dos outros tipos celulares: a) sdo células indiferenciadas e
ndo especializadas; b) sdo capazes de se dividir e se auto-renovar indefinidamente; c) séo
capazes de se diferenciar em diversos tipos de células especializadas quando submetidas a
certas condicdes fisioldgicas ou experimentais (SILVA JUNIOR et al., 2009).

Ha relatos que os tecidos adultos possuem células tronco pluripotentes préprias
servindo como fonte enddgena para regenerar danos teciduais e cicatrizar feridas (NELSON
et al., 2009). Contudo, esta regeneracdo natural pode ndo ser eficiente para levar a cura
dependendo do grau da lesdo (SANTOS et al., 2004).

Atualmente, a aplicacdo clinica das células tronco adultas humanas representa a mais
promissora abordagem para regeneracao celular organica no tratamento de diversas doencas.
As vantagens da fonte adulta é que as células sdo facilmente obtidas, ndo tém objeces éticas,
permite transplante autélogo sem necessidade de imunossupressdo (GUTENSOHN et al.,

2000; MYLOTTE etal., 2008; MEIRELLES et al., 2009).
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Além das células tronco hematopoiéticas (CTHSs), a medula 6ssea prové uma fonte de
CTs ndo-hematopoiéticas, denominadas células tronco mesenquimais (CTM). Alguns estudos
demonstram que a utilizacdo de CTHSs de sangue periférico em transplantes de medula dssea
tanto autologos quanto alogénicos, foram capazes de reconstituir a hematopoese em curto e
em longo prazo (HAAS et al., 1995; SCHMITZ et al., 2006 apud MENDRONE JUNIOR,
2009). As CTMs sdo extremamente raras na medula 6ssea, mas existem também no tecido
adiposo, sangue periférico e corddo umbilical (BREHM; STRAUER, 2002). Estas células
tém-se revelado muito eficazes, pois apresentam potencial regenerativo ndo somente pela sua
capacidade de diferenciacdo celular (plasticidade), mas também pela sua capacidade de
modular a resposta imunoldgica inata e adaptativa com efeitos imunossupressores e secrecao
de um largo espectro de substancias bioativas como citocinas e fatores de crescimento
(CAPLAN, 2007; REBELATTO, 2008; HOOGDUIIN et al., 2010). Porém, todo o
mecanismo basico de sua acdo ainda ndo estd completamente estabelecido (NOVOTNY et al.,

2008; XIANG et al., 2009).

O isolamento de um elevado numero de CTs estabelece a base de novos métodos para
regeneracdo de tecidos e terapia celular. No entanto, o procedimento de extracdo de medula
Ossea € muito invasivo e a quantidade de material extraido é limitado. Portanto, explorar
novas fontes e técnicas de isolamento para obter tais células é de grande interesse (KASSIS et

al., 2006).

Recentes estudos feitos em um centro de pesquisa americano demonstram que a
utilizacio do Fator Estimulador de Col6nias de Granuldcitos (G-CSF) estimula
potencialmente a mobilizacdo de CT para o sangue periférico, o que permite uma facil
obtencédo das CTHs e CTMs e evita um procedimento tdo invasivo como a pungdo de medula
Ossea (HILL et al., 2005). Contudo estes isolamentos frequentemente resultam em poucas

células e o cultivo para selecdo e a expansdo ex vivo devem ocorrer antes de quantidades
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terapéuticas serem disponiveis (NOVOTNY et al., 2008). Além disso, reconhecer 0s
marcadores de superficie especificos dessas células contribui para um isolamento mais
preciso.

As pesquisas com CTs sdo bastante amplas, mas ainda existem questfes a serem
esclarecidas. Para contribuir no avanco desta area, este estudo teve por objetivos avaliar a
cinética de mobilizacdo de CTHs e CTMs para o sangue periférico e o efeito do G-CSF sobre
o perfil de citocinas produzidas in vitro por essas células obtidas de camundongos e ainda
relacionar essas citocinas com a diferenciacdo de CTMs. Tal pesquisa acrescentou um valido
conhecimento sobre células tronco, pois sugeriu 0 melhor momento de coleta de CTHs e
CTMs mobilizadas e as possiveis citocinas produzidas sob influéncia do G-CSF, uma vez

que, sdo poucos os dados na literatura que mostram essa relacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Células tronco (CTs)

As CTs podem ser de origem embrionaria, fetal ou do adulto e possuem trés
caracteristicas que as distinguem dos outros tipos celulares: a) sdo células indiferenciadas e
ndo especializadas; b) sdo capazes de se dividir e se auto-renovar indefinidamente; c) sdo
capazes de se diferenciar em diversos tipos de células especializadas quando submetidas a
certas condicdes fisiologicas ou experimentais (SILVA JUNIOR et al., 2009). Essa ultima
caracteristica, denominada de plasticidade ou transdiferenciacdo, destaca a importancia das
CTs em estudos que buscam a cura de doencas crénico-degenerativas (ORLIC et al., 2006;
GOMES; PRANKE, 2008).

As células tronco podem ser classificadas: 1) em funcdo de sua origem, em
embrionarias e ndo-embrionarias (células tronco de corddo umbilical e células tronco adultas)
ou 2) potencialidade, isto é, capacidade que a célula tem de gerar diferentes linhagens
celulares, em totipotentes, pluripotentes e multipotentes. As células totipotentes resultam da
divisdo celular do évulo fertilizado (zigoto) e podem dar origem a qualquer tipo de célula ou
de tecido que compbe o embrido, isto €, um organismo totalmente funcional, e célula ou
tecido que o sustenta durante seu desenvolvimento uterino (folhetos extra-embrionarios como
a placenta e anexos). Correspondem as células do embrido na fase de morula (ROBEY, 2000).
A divisdo das células totipotentes resulta na formacéo das células pluripotentes (células tronco
embrionarias), que se originam da massa interna do blastocisto (SCHWINDT et al., 2005;
SILVA JUNIOR et al., 2009) e sd0 um pouco limitadas na sua diferenciacdo quando
comparadas as células totipotentes (figura 1), no entanto, sdo capazes de se diferenciar em

todos os tecidos do corpo humano, exceto nos anexos embrionarios .
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Figura 1. Células Tronco Embrionérias Pluripotentes
FONTE: NELSON et al. (2009).

A medida que as células pluripotentes se especializam, passam a constituir tecidos
especificos e 0 seu potencial passa a ser mais restrito, limitado apenas a alguns tipos celulares,
dizendo-se entdo multipotentes ou células tronco adultas (células tronco hematopoéticas e

mesenquimais) (figura 2), cuja funcdo é a reparacdo e manutencao tecidual (SILVA JUNIOR

etal., 2009).
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Figura 2 — Células Tronco Adultas Multipotentes
FONTE: NELSON et al. (2009).
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As células tronco de corddo umbilical compreendem um conjunto de células tronco
tipo-embrionarias e tipo-adultas, isto é, pluripotentes e multipotentes respectivamente (figura

3) (NELSON et al., 2009).
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Figura 3. Células Tronco de Corddo Umbilical.
FONTE: NELSON et al. (2009).

As células tronco embrionarias, devido a sua pluripotencialidade, apresentam risco
aumentado de induzir teratomas (GERSH et al., 2009). Esse fato limita seu uso em aplicagdes
da Medicina Regenerativa (NELSON et al., 2009), tal como a questdo ética que envolve 0 uso
de embriGes para isolar essas células tronco (DEL CARLLO, 2005). As células tronco adultas
ja possuem um potencial proliferativo mais favoravel por ser mais limitado (NELSON et al.,
2009) e ainda podem ser obtidas diretamente do préprio paciente (transplante autologo) e
consequentemente sem complicagdes imunogénicas, e ndo envolvem questionamentos éticos
(PLACZEK et al., 2009).

O estado “indiferenciado” das células tronco estd intimamente associado a expressao
do fator de transcrigdo Oct-4. Essa proteina é codificada pelo gene POU5F1, localizado no
braco curto do cromossomo 6 humano, e esta somente presente durante a oogénese nas

células da massa interna do blastocisto (de onde derivam as linhagens de células tronco
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embrionarias) e no epiblasto. A medida que comeca a diferenciagio das diversas linhagens de
células que vao constituir os tecidos adultos, a expressdo de Oct-4 vai se restringindo as
células germinais. Outro gene relacionado com o estado indiferenciado e a pluripoténcia é o
Nanog, localizado no cromossomo 12 humano (cromossomo 6 no camundongo) (ZAGO,
2006-a).

A capacidade que as celulas tronco possuem de se diferenciar em células
especializadas e originar células que permanecem indiferenciadas, repondo a populacdo de
células tronco e permitindo que essa populacdo de células permaneca estavel, é proporcionada
por “divisdes assimétricas”. Essas divisdes parecem ser reguladas por dois genes, o p53 e 0
IMPDH (inosina-monofosfato desidrogenase), e por substancias como hipoxantina, xantosina
ou xantina, as quais produzem supressdo da cinética celular assimétrica, fazendo com que as
células tronco dividam-se predominantemente de modo simétrico, originando apenas outras
células tronco (ZAGO, 2006-a). Logo, a divisdo podera ser simétrica ou assimétrica
dependendo do estimulo de diversos fatores ambientais: estresse, fatores de microambiente,
contato celular e entre outros (CAl et al., 2004).

Para que ocorra estimulo ou supressdo da diferenciacdo, os mecanismos de sinalizacao
celular sdo transduzidos inicialmente por moléculas, expressas na superficie das células
tronco (SCHWINDT et al., 2005). Esses marcadores de superficie sdo moléculas bioldgicas
embebidas ou apostas a superficie externa de todas as células, que funcionam como receptores
celulares, permitindo que as células se comuniquem umas com as outras ou que se liguem
especificamente a determinadas estruturas biologicas ou celulares. Estas moléculas, em
conjunto, refletem as caracteristicas biologicas e funcionais das células de forma geral e
permitem, por outro lado, a individualizacdo de um determinado tipo celular, podendo ser
utilizadas para efeito de marcacéo e identificacdo de tipos celulares particulares, incluindo as

células tronco por meio da técnica de citometria de fluxo (figura 4).
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FONTE: WINSLOW (2001).

Esse tipo de identificacdo através de marcadores especificos é mais apropriada e
precisa, visto que as células tronco ndo apresentam caracteristicas morfologicas distintas de
outras células e sdo extremamente raras nos tecidos que ocorrem, com freqliéncia variando de
0,01% a 0,0001% (COVAS, 2006-a).

As células tronco adultas ou somaticas sdo encontradas em todo o organismo adulto,
residindo em nichos especificos nos diferentes 6rgdos, substituindo células mortas,
regenerando o tecido danificado e com isso proporcionando o remodelamento tecidual, ou
seja, mantendo a homeostasia do organismo (PLACZEK et al., 2009). As principais fontes
dessas células para fins terapéuticos além da medula dssea constituem sangue periférico,
sangue de placenta ou de corddao umbilical, sendo ainda a medula 6ssea a forma mais
tradicional pela qual se obtem essas células (ZAGO, 2006-a). Porém, tem-se relatado
recentemente a administracdo do G-CSF para mobilizar celulas tronco e progenitoras da
medula Gssea para o sangue periférico e assim facilitar a obtencdo dessas células (MASET et
al., 2009).

A célula-tronco hematopoiética (CTH) promove a manutencdo e a reconstituicdo do
sistema hematopoiético, ao passo que, a celula tronco mesenquimal (CTM) derivada do

estroma da medula 6ssea, origina células ndo-hematopoiéticas.
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Inicialmente acreditava-se que as CTs mesenquimais da medula 0ssea atuavam apenas
na regeneracdao das células da medula dssea ou das células hematopoéticas em circulacéo.
Entretanto, as investigacOes realizadas na ultima década, demonstraram que essas células séo
capazes de gerar fibras de musculo esquelético, hepatocitos, células endoteliais, células
neuronais e células do musculo cardiaco (KAWASAKY-OYAMA et al., 2004). Com esses
fatos, a possibilidade de utilizacdo das células tronco adultas para terapias celulares
transformou-se em uma &rea muito ativa de investigacdo (DEL CARLO, 2005).

Recentemente tem surgido evidéncias de que as CTHs também tem a capacidade de se
diferenciar em outras linhagens celulares ndo-hematopoiéticas (MENDRONE JUNIOR,
2009). A literatura mostra que essas células tronco foram responsaveis pela transdiferenciacéo
de celulas da medula d6ssea em cardiomidcitos maduros, células musculares lisas e células
endoteliais em modelos murinos de infarto (KARRA, WU, 2009). Embora isso tenha sido
demonstrado, a Unica aplicacdo clinica bem estabelecida para as CTHs até 0 momento € a
recomposicao do tecido hematopoiético medular apos terapia mieloablativa no transplante de
medula 6ssea (MENDRONE JUNIOR, 2009). As células tronco adultas mesenquimais
tornaram-se foco de inimeras pesquisas em todo o mundo e sdo de grande interesse para
clinicos e pesquisadores, pois fornecem perspectivas clinicas promissoras para a terapia
celular, uma vez que derivam de fontes diversas e ao mesmo tempo tém a mais ampla

capacidade de diferenciacdo (CHEN et al., 2008; ROSENBAUM et al., 2008).
2.2 Células Tronco Hematopoéticas (CTHS)

A célula tronco hematopoética € a mais bem caracterizada entre as células tronco
adultas, sendo conhecida ha mais de 50 anos (CARVALHO, 2008). A CTH pode ser obtida
além da medula déssea, onde residem como raras (tipicamente de 0,01% a 0,05%), do cordao

umbilical e do sangue periférico (SILVA JUNIOR et al., 2009, ABDELHAY et al., 2009).
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De acordo com sua capacidade de auto-renovacéo e diferenciacdo em células do tecido
sanguineo e sistema imune (WILSON; TRUMPP, 2006), as células tronco hematopoéticas
podem ser divididas funcionalmente em trés tipos: células tronco hematopoéticas com
capacidade de auto-renovacgdo a longo termo (LT-CTHSs), células tronco hematopoéticas com
capacidade a curto termo (CT-CTHs) e progenitores multilinhagem (MPP) que,
aparentemente, sdo incapazes de se autorrenovar (ABDELHAY et al., 2009). Enquanto as LT -
CTHs sdo consideradas capazes de se renovar indefinidamente, sendo responsaveis por
repopular todo o sistema hematopoético, as CT-CTHs e os progenitores multilinhagem tém
curta duracdo, sendo capazes de manter uma hematopoese por um periodo curto (Figura 5)
(REYA et al., 2001; CHUTE et al., 2010).

As ceélulas tronco hematopoéticas sdo morfologicamente indiferenciadas e sdo
identificadas através de antigenos de superficie especificos (CHAN; WATT, 2001;
GANGENAHALLI et al., 2006; WILSON; TRUMPP, 2006; METCALF, 2007). As CTHs
ndo expressam marcadores de superficie celular, normalmente expressos em celulas
hematopoéticas comprometidas com linhagens (Lin-), porém expressam altos niveis de
antigeno de célula-tronco 1 (Scal) e c-Kit. Portanto, essas células sio Lin'Scal’c-Kit", as
quais abrangem as LT-CTHs que ndo expressam CD34 e tirosina-quinase-fms 3(FLT3), as
CT-CTHs as quais expressam CD34 e ndo expressam FLT3 e as progenitoras multipotentes
que expressam CD34 e FLT3 (CHRISTENSEN; WEISSMAN, 2001; KIEL et al., 2005;

YANG et al.,2005; CHUTE et al., 2010) .
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Figura 5. Classificacdo funcional das células tronco hematopoéticas.
FONTE: CHUTE et al. (2010).

As CTHs sdo definidas fundamentalmente ndo pelo fenétipo, mas pela sua fungdo na
reconstituicdo hematopoética nos transplantes de medula éssea (CHALLEN et al., 2010). Em
termos clinicos, as CTHs sdo utilizadas no tratamento de leucemias, linfomas, anemia
aplastica e doencas hereditarias do sangue, tais como talassemia e anemia falciforme, por
meio de transplantes de medula déssea autélogos ou alogénicos (LOCATELLI et al., 2003;
SILVA JUNIOR et al., 2009). A localizacio, sobrevivéncia, proliferacio e diferenciacio das
CTHs na medula 6ssea sdo dependentes da interagdo com o microambiente medular. Essas
células ficam em estado quiescente, isto €, ndo estdo em processo de divisdo celular, mas
mantém interacdo dindmica com 0 microambiente que permite expansdo e migracdo da

medula Ossea, dependendo da demanda fisiolégica (CARVALHO, 2008). O trafico das
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células tronco e progenitoras hematopoiéticas (HSPCs) entre a medula 0ssea e sangue
periférico contribui para a manutencdo da hematopoese. A proliferacdo e diferenciacdo dessas
células, no microambiente medular, ocorrem em locais especializados denominados nichos
(figura 6) (JANOWSKA-WIECZOREK et al. 2001; WILSON;TRUMPP, 2006), os quais
estdo localizados na regido endosteal e associadas ao endotélio sinusoidal e permitem uma
comunicacdo adequada entre as células hematopoiéticas e seu microambiente
(MENDEZ-FERRER; FRENETTE, 2007; EHNINGER; TRUMPP, 2011). Essa
comunicacdo é mediada via fatores solveis e moléculas de adesdo. Jun¢bes comunicantes, as
quais sao formadas por uma familia de moléculas complexas de membrana, ocorrem nas
células medulares e transferem mediadores solUveis entre as células adjacentes, participando
assim da manutencdo de um microambiente adequado para a hematopoese (ABUD, 2010).
Apos o desenvolvimento, as células sdo capazes de deixar o microambiente medular, mas,
uma pequena porcdo de células indiferenciadas acaba migrando da medula éssea durante a
vida do organismo. Para que as células migrem e retornem ao microambiente medular
(homing) é necessaria uma interacdo entre citocinas/quimiocinas, proteases e moléculas de

adesdo (PAPAYANNOPOULOU, 2004; PAPAY ANNOPOULOU; SCADDEN, 2008).



29

Bone |gypo | Endesteal | Bone marrow
quiescent- ' wARERENUAEATEA e SaAs ERRALAIS L

storage niche  Vascular niche

v Leng-term Sinusoidal
L self-renewal? endothelial cell |

0
o HSCinG, ‘ 5
A
0

Nen-specialized
|— stromal cell

Sl vevananannas . p
Endosteal self- ! /
renewing niche Diffarentiation into

'
'
O ./,—‘"/ megakaryocytes,
Long- : erythrecytes and
term E myeloid celis

(W, self- |
renewsl |
o % Migration 1o the
N ! thymus and
- e
. H differentiation
- z ! ~ into thymecytes
Divisional A /
asymmetry F ’_.-/ l
: : ~
H -~ Differentiation into B cells
:/ that migrate to stromal
'
""""" cells in the bone marrow
s expressing CXCL12

Envircnmental
asymmetry

Figura 6. Nicho das células tronco hematopoéticas na medula 6ssea.
As CTHs em estado quiescente, dependendo da demanda fisioldgica,
interagem com o microambiente medular, proliferam e se diferenciam

em locais especializados denominados nichos.
FONTE: WILSON;TRUMPP (2006).

2.3 Células Tronco Mesenquimais (CTMs)

Pesquisas envolvendo células tronco mesenquimais puderam ser rastreadas desde
1970, quando Friedenstein e colaboradores descreveram a aderéncia em culturas de um tipo
de célula ndo-hematopoiética presente na medula 6ssea de diferentes espécies que poderia
formar coldnias de fibroblastos in vitro. Portanto, essas células foram denominadas unidades
formadoras de coldnias de fibroblastos (CFU-Fs) (MEIRELLES et al., 2009). Em seus
experimentos, Friedenstein dispensava amostras de medula Ossea suspensa em meio de
cultura em frascos de cultura de tecidos, e a fracdo aderente era cultivada. Por volta do

terceiro ao quinto dia, focos discretos de dois a quatro fibroblastos surgiram na cultura, entre
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histiocitos e células mononucleares (FRIEDENSTEIN et al., 1976). Experimentos classicos
demonstram que o transplante de medula 6ssea para sitios anatémicos heterotrépicos resultam
em nova geracdo de 0sso ectopico e medula. Considerando que os exemplos de tais estudos
datam do século XIX, o trabalho de Tavassoli e Croshy (1968) estabeleceu claramente prova
de um potencial osteogénico inerente associado a medula ¢ssea. Devido a esses experimentos
terem sido realizados com fragmentos inteiros de medula 6ssea, a identificacdo precisa de
qualquer célula funcionando como uma progenitora de células ésseas diferenciadas ndo pode
ser delineado (BIANCO et al., 2008). A observacdo original de Friedenstein foi com base
nesses estudos mostrando que células estromais derivadas da medula Ossea eram 0sS
antecessores comuns de tecidos mesenquimais (UCCELLI et al., 2008). A progénie in vitro da
CFU-Fs foi mais tarde detectada por ter a capacidade de se diferenciar em linhagens
osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas in vitro e quando implantadas in vivo
(MEIRELLES et al., 2009). Como resultado dessa suposta capacidade de auto-renovacao e
diferenciacdo, Maureen Owen, em 1985, propds que as CFU-F seriam as células tronco que
originariam o estroma da medula dssea. Essas células estromais, apresentariam uma
hierarquia organizacional, possuindo varios compartimentos proliferativos, como o
compartimento das células tronco propriamente dito, o compartimento das células
progenitoras comprometidas e o0 compartimento de maturagdo onde se acumulariam as células
diferenciadas (COVAS, 2006-b). Friedenstein e Owen em 1988 chamaram essa célula de
célula-tronco osteogénica ou célula-tronco estromal (BIANCO et al., 2008). Em 1991,
Caplan denominou essas células como célula tronco mesenquimal (CTM) (UCCELLI et al.,
2008) e propbs também que essas células poderiam ser utilizadas terapeuticamente em
doencas 0Osseas e articulares numa modalidade que foi denominada Terapia Celular Aut6loga
(CAPLAN, 1991 apud COVAS, 2006-b). Recentemente foi sugerido pela International

Society for Cytotherapy que as células tronco mesenquimais sejam denominadas de células
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estromais mesenquimais multipotentes (BYDLOWSKI et al.; 2009). O termo mesénquima
descreve tecidos de origem mesodérmica embrionaria que originam o sistema musculo-
esquelético, sanguineo, vascular, urogenital e tecido conjuntivo (figura 7) (PROCKOP, 1997;

NARDI; MEIRELLES, 2006).
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Figura 7. Origem das células tronco mesenquimais e hematopoéticas. As células tronco
mesenquimais originam-se diretamente da celula tronco mesodérmica, ao contrario das células tronco
hematopoéticas e progenitores endoteliais que se originam do hemangioblasto proveniente da célula

tronco mesodérmica.
FONTE: VOLTARELLLI. (2010).

Ao contrario das CTs hematopoéticas e endoteliais, as CTs mesenquimais se originam
diretamente da mesoderme somatica (figura 7), e demonstram seu potencial em diferenciar-se
em tecidos funcionais mesodermicos: osteoblastos, condrocitos, adipocitos e mioblastos
esqueléticos (figura 8) (COVAS, 2006-b). Tem sido demonstrado recentemente que essas
células também sdo capazes de gerar hepatocitos, células endoteliais, células neuronais e

células do musculo cardiaco (KAWASAKY-OYAMA et al., 2004). Tais caracteristicas de
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plasticidade sugerem que esse tipo celular é o responsavel pelo turnover e manutencdo de

todos os tecidos do organismo (CAPLAN, 2009).

As CTMs estdo presentes em regides perivasculares de todos os tecidos adultos, em
pequenas quantidades, incluindo a medula dssea, tecido adiposo, peridsteo, tecido muscular e
orgdos parenquimatosos (MEIRELLES et al.,2008; MAMBELLI et al., 2009; ZUCCONI et

al., 2009).
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FONTE: UCCELLI et al. (2008).

Na medula, as CTMs estdo imersas no estroma e representam apenas uma pequena
porcentagem do numero total de células, correspondendo cerca de 0,001% a 0,01% (COVAS,
2006-b; MENDRONE JUNIOR, 2009). Wexler et al. (2003) estimaram que ha uma CTM em

cada 34.000 celulas nucleadas da medula 6ssea humana por meio de ensaios de unidade
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formadora de col6nias de fibroblastos (CFU-F). Em um estudo preliminar, a frequéncia dessas
células na medula 6ssea murina foi estimada ser 1 em uma faixa de 11.300-27.000 células
nucleadas (MEIRELLES;NARDI, 2003). Tem sido de grande interesse, estimular a medula
Ossea a produzir e liberar essas células para o sangue periférico, atraves de fatores de
crescimento, como o G-CSF, para facilitar a sua obtencdo (HILL et al., 2005). Tondreau et al.
(2005) também testaram o potencial do sangue periféerico mobilizado com fator de
crescimento como fonte de CTMs e observaram que essas CTs circulantes apresentam grande
potencial proliferativo e capacidade de diferenciacdo igualmente as CTMs da medula 6ssea e
que expressam Oct-4, marcador presente em células indiferenciadas com alta capacidade
proliferativa. Segundo Zwaifler et al. (2000), as CTMs do sangue periférico, da mesma
maneira como as CTMs da medula 6ssea, quando colocadas em cultura, se aderem ao plastico
ou vidro da superficie de crescimento, sofrem proliferacdo logaritmica na presenca de soro
fetal bovino e formam células com morfologia fibroblastica. Contudo, estes isolamentos
frequentemente resultam em poucas células e o cultivo para selecdo e a expansdo ex vivo
devem ser realizados para se obter quantidades terapéuticas (NOVOTNY et al., 2008;
ZEIDAN-CHULIA; NODA, 2009).

Para as CTMs serem ainda mais facilmente isoladas, é necessario conhecer 0s
marcadores de superficie especificos dessas células (figura 9). Atualmente ndo existe um
marcador ou marcadores definitivos que identifiguem exclusivamente as CTMSs, 0 que sugere
que as populacdes dessas células isoladas por métodos atuais ainda sejam heterogéneos
(BYDLOWSKI et al.; 2009). Morfologicamente, as CTMs se assemelham a células tipo
fibroblastos e sdo caracterizadas pela sua superficie expressar moléculas (marcar
positivamente) para CD105 (SH2 receptor endoglina), CD73 (SH3 e SH4 ou 5'-ecto-
nucleotidase ligada a membrana), CD44 (receptor de hialurona) (BATTEN et al., 2007) e

CD90 (Thy-1). Estas células sdo destituidas (negativas) de marcadores de células tronco
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hematopoeéticas CD34 (célula-tronco hematopoiética), CD133 (célula-tronco e progenitora
endotelial), CD45 (antigeno leucocitario comum) (MEIRELLES et al.,, 2009), CD14
(mondcitos e macrofagos), CD31 (endoteliais, linfécitos T, macréfagos) (BATTEN et al.,
2007). Similarmente, os marcadores das CTMs dos camundongos ndo apresentam marcadores
hematopoiéticos e sdo caracterizados ainda por Sca-1* e CD44" (UCCELLI et al., 2006).
Esses marcadores de superficie constituem o segundo critério pela Sociedade Internacional de
Terapia Celular que padroniza a identificacdo da CTM juntamente com o primeiro critério de
ser aderente ao plastico quando mantida em cultura e o ultimo critério de ter o potencial de se
diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condrocitos in vitro (ROSENBAUM et al., 2008).
Portanto, a caracterizacdo das células tronco mesenquimais tem sido baseada em um conjunto
de caracteristicas morfologicas, fenotipicas e funcionais, devido a falta de marcadores

especificos para essas células (REBELATTO, 2008).

Figura 9. Caracterizacdo Fenotipica das

Células Tronco Mesenquimais.
FONTE: ZAGO; COVAS (2006).

2.4 Citocinas

As citocinas sdo glicoproteinas que medeiam a resposta imune, inflamacdo e

hematopoese. Sdo produzidas em resposta a estimulos imunolégicos e se ligam a receptores
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de membrana especificos os quais apresentam dominios citoplasmaticos com regides
especializadas que sdo capazes de iniciar varias respostas como, sobrevivéncia, proliferacao,
diferenciacdo, comprometimento, maturacdo, ativacdo funcional e secrecdo de moléculas
efetoras. Esses fatores podem ser linhagem-especificos ou atuar na regulacdo de mdaltiplas
linhagens ao mesmo tempo, podem regular apenas células tronco ou células tronco e células
padronizadas comprometidas. A proliferacdo celular geralmente requer a acdo de multiplas
citocinas (LICHTMAN et al., 2006; SCHIMIEGUEL, 2009 apud NERVI et al., 2006;
METCALF, 2008).

As citocinas podem atuar de forma autdcrina, agindo na propria célula produtora,
paracrina, atuando em células proximas e enddcrina quando sua acdo € a distancia
(VARELLA; FORTE, 2001).

As interleucinas (IL) sdo polipeptideos envolvidos na comunicacgdo entre linfécitos.
Algumas interleucinas sdo produzidas por varias células ndo leucocitarias. As atividades das
interleucinas podem ser resumidas em reconhecimento de antigenos estranhos pelas células T;
amplificacdo da proliferacdo das células T ativadas; atracdo de macrofagos e identificacdo de
mecanismos efetivos para fagocitose de microrganismos e promocdo da eritropoese
(NAOUM, 2009).

A IL-2 é uma glicoproteina produzida pelas células TCD4". Entre suas varias agdes, €
um potente fator de crescimento e sobrevivéncia de células T, estimula a diferenciacdo de
células T antigeno-ativadas, pois aumenta a producdo de citocinas efetoras tal como IFN-y e
IL-4 pelas células T. A IL-2 ainda desempenha um papel importante na regulacao das células
T em virtude do seu papel crucial na manutencdo das celulas T regulatorias. Alguns estudos
demonstraram que a IL-2 estimula a diferenciacdo de células NK e células B in vitro (ABBAS

etal., 2011; LIAO etal., 2011).
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A IL-4 é uma citocina produzida por celulas T helper ativadas, células natural killer,
eosindfilos, baséfilos e mastécitos (CROXFORD; BUCH, 2010). Consiste em uma citocina
chave para diferenciacdo das células Th2, estimulacdo de linfocitos B para producdo de IgE,
recrutamento de eosinofilos e estimula a expressdo de certas moléculas de adesdo
(VARELLA; FORTE, 2001; BRANDT; NAOUM, 2009; SIVAPRASAD, 2010).

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica que influencia respostas imunes antigeno-
especificas e reacdes inflamatorias, sendo um dos maiores mediadores da fase aguda da
inflamagdo (VARELLA; FORTE, 2001). Tem sido relatada também atividade anti-
inflamatdria e regenerativa (SCHELLER et al., 2011). A IL-6 atua no estimulo da unidade
formadora de colénias de granuldcitos-macréfagos (CSF-GM) e células tronco (NAOUM,
2009). A IL-6 pode ser produzida por varios tipos celulares, sendo os linfocitos T e
monacitos as principais fontes. Os estimulos para a sua sintese sdo IL-1, LPS e TNF-a
(VARELLA; FORTE, 2001).

A 1L-10 é uma citocina anti-inflamatoria e imunossupressora, produzida por
numerosos tipos celulares, como células T regulatorias (Treg) e linfécitos B (BRANDT;
SIVAPRASAD, 2010; CROXFORD; BUCH, 2010). Esta citocina exerce efeitos em quase
todas as células hematopoéticas, mas seu papel mais importante parece ser na regulacdo direta
de células apresentadoras de antigenos (APCs) e linfocitos T. Nas APCs, a IL-10 inibe a
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a e IL-1-f e reduz a expressdo de
moléculas MHC Il e moléculas co-estimulatorias e de adesdo. A IL-10 afeta diretamente a
diferenciacdo de células TCD4" nos tipos Thl e Th2. Tem sido relatado que tanto as células
Th17 e TCD8" sdo relativamente pouco influenciadas pela 1L-10, 0 que sugere que outros
mediadores anti-inflamatérios sdo necessarios para regular esses subtipos de células T

(KLINKER; LUNDY, 2011).
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A IL-17A é uma citocina pro-inflamatoria sintetizada pelas células Th17 (HUANG et
al., 2006; DUFFY et al., 2011). Sua expressdo parece ser induzida por peptideos bacterianos
estimulando células da defesa inata e estd envolvida na regulagdo de doencas autoimunes,
incluindo artrite reumatdide, esclerose maltipla, doenca de Crohn, psoriase e
glomerulonefrite. A IL-17A ainda estimula a hematopoese em camundongos, especificamente
a granulopoiese e expansdo de progenitores mieldides e recrutamento de neutrofilos (HUANG
et al., 2006; REYNOLDS et al., 2010; DUFFY et al., 2011). A IL-17A ainda parece agir
sobre células estromais da medula 6ssea, uma vez que possuem O receptor para essa citocina
(IL17Ra), que em resposta a estimulacdo da IL17-A produzem citocinas pro-inflamatérias e
secundarias a estimulacdo da hematopoese (IL-1, IL-6, IL-8, G-CSF e SCF) (HUANG et AL.,
2006).

O IFNy é a citocina de assinatura produzida pelas células Thl, possuindo acdo pro-
inflamatdria, mas também derivadas de células TCD8", células Tyd, células NKT e NK
estimuladas por IL-12 (ALSHAKER; MATALKA, 2011). O IFNy tem importante fun¢éo na
imunidade celular contra microrganismos intracelulares, ativando macréfagos a destruir
microrganismos fagocitados. O IFNy também age sobre células B promovendo a troca de
subclasses de 1gG e ainda estimula a expressdo de moléculas do MHC classe | e classe Il e
moléculas co-estimulatérias em células apresentadoras de antigenos (ABBAS et al., 2011). O
IFNy ¢ bem reconhecido também por seu papel central na regulacdo de respostas imunes
tumorais (ALSHAKER; MATALKA, 2011).

O TNF-o é uma citocina pro-inflamatéria produzida por macréfagos, células T
ativadas, células NK e mastocitos e também significativamente produzida por células néo-
imunes como as células estromais da medula 6ssea. Atua sobre a maioria das células do
organismo, pois expressam o receptor TNF-R1 e células do sistema imune, células endoteliais

e fibroblastos que expressam o receptor TNF-R2. Seu efeito € amplificar a resposta
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inflamatdria e aumentar a producdo de quimiocinas e outras citocinas. O TNF- a, juntamente
com os produtos resultantes de sua estimulacdo, potenciam a resposta imune em caso de

infeccdo (CANTAERT et al., 2010).

2.5 Propriedades Imunes das Ceélulas Tronco Hematopoéticas e

Mesenquimais.

As CTHs sdo conhecidas por terem uma possibilidade muito pequena de escape
da rejeicdo imunoldgica apds o transplante alogénico. A evidéncia atual sugere que in vivo 0
nicho das CTHs fornece um sitio imunolégico privilegiado para essas células. Além disso, as
CTHstambém possuem certo perfil imunoldgico privilegiado através da regulacdo da
expressdo de moléculas de superficie (ZHENG et al., 2011).

Fujisaki et al. (2011) utilizando imagem in vivo de alta resolu¢cdo demonstraram que as
células T regulatorias (Treg) localizadas na area endosteal na medula 6ssea fornece protecao
para as CTHs contra o ataque das celulas do sistema imune, através da producdo de IL-10.
Fora do nicho, as CTHSs sdo capazes de se protegerem da fagocitose pelos macréfagos na
resposta imune inata, através da expressio do CD47%, a qual se liga na proteina alfa de sinal
regulatério presente na superficie do macrofago e assim inibe a fagocitose. Quando as CTHSs
sdo ativadas por potentes sinais inflamatérios e mobilizadas para a circulagdo, a expressao de
CD47" aumenta acentuadamente na superficie dessas células tronco (JAISWAL et al., 2009).

A CTH apresenta também mecanismo de escape do sistema imune adaptativo através
da expressdo da molécula CD274" (B7-H1), a qual inibe acdo do linfocito T. A expressdo do
CD274" também aumenta ap6s a mobilizacdo. Desta forma a CTH pode superar a barreira
imunoldgica alogénica modulando a resposta imune adaptativa (ZHENG et al., 2011).

As CTHs podem responder diretamente a um patogeno especifico ou através da

estimulacéo por citocinas (figura 10). As CTHs expressam receptores para as citocinas IFN-y
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(IFNR) e TNF-a (TNFR) e receptores Toll-like (TRL). A infec¢do ou os sinais inflamatorios
ativam as CTHSs a se diferenciarem para produzir células efetoras da resposta imunolégica
para combaterem a infeccdo (SIOUD, et al.,2006; REZZOUG et al., 2008; REZZOUG et al.,
2008;ESSERS, et al., 2009; BALDRIDGE, et al., 2010; BALDRIDGE et al., 2011; KING;

GOODELL, 2011).
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Figura 10. Imunomodulacéo das CTHs durante a infec¢éo.
FONTE: KING; GOODELL (2011).

Com base nesses achados, Zheng et al. (2011) propés um modelo de interacéo entre as
CTHs e o sistema imunoldgico interna e externamente ao nicho medular. A sinalizacdo
externa (“out” signals) ¢ mediada pelas moléculas CD47" e CD274" que inibem o ataque dos
componentes das respostas imunes inata e adaptativa. A sinalizacdo interna (“in” signals) €
mediada por citocinas inflamatorias, as quais induzem a diferenciacdo das CTHs através de

receptores de superficie como TLR, TNFR, IFNR e outros (figura 11).
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Figura 11. Modelo de interagdo entre as CTHs e o sistema
imunoldgico.
FONTE: ZHENG et al. (2011).

As CTMs apresentam potencial regenerativo ndo somente pela sua capacidade de
diferenciacdo celular (plasticidade), mas também pela sua capacidade de modular a resposta
imunoldgica inata e adaptativa com efeitos imunossupressores e secrecdo de um largo
espectro de substancias bioativas como citocinas e fatores de crescimento (CAPLAN, 2007;
REBELATTO, 2008; HOOGDUIJN et al., 2010). Essa capacidade das CTMs secretarem
fatores sollveis altera funcionalmente o microambiente tecidual e superam a capacidade de
transdiferenciacdo (XIANG et al., 2009; CHAMULEAU et al., 2009).

Essas caracteristicas tornam o estudo continuo sobre as CTMs de suma importancia
para otimizar sua utilizacdo para terapia celular na &rea da Medicina Regenerativa e na
Engenharia Tecidual (CAPLAN, 2007; REBELATTO, 2008).

Haynesworth et al. (1996) e Caplan (2006) estdo entre os primeiros a descrever a
capacidade das CTMs para expressar citocinas. Dentre os varios fatores paracrinos, as CTMs
secretam IL-1, IL-1p, IL-3 (CHEN et al., 2008), IL-7, IL-8, IL-11 (KRAMPERA et al., 2007),
IL-6, IL-10 (UCCELLI et al., 2008), TNF-a, TGF-p1 (ABARBANELL et al., 2009), fatores
de crescimentos como fator de crescimento de célula-tronco (SCF), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento tipo insulina 1 (IGF-1) (MEIRELLES et al.,

2009) e quimiocinas como fator derivado de célula estromal 1 (SDF-1) (TING et al., 2008).
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Acredita-se que essas citocinas exercam efeitos "troficos” que ajudam na reparacéo tecidual e

na diferenciacdo das CTMs (HAYNESWORTH et al., 1996 apud ABARBANELL et al.,

2009; CAPLAN; DENNIS, 2006). Esses efeitos troficos podem ser subdivididos em anti-

apoptoticos, suportivos (estimulacdo da mitose, proliferacdo e diferenciacdo de células tronco

ou precursores intrinsecos do tecido) e angiogénico (figura 12) (MEIRELLES et al., 2009).
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Figura 12. Efeitos paracrinos das CTMs.
FONTE: MEIRELLES et al. (2009).

Os mecanismos pelos quais as CTMs exercem seus efeitos imunossupressores ainda

ndo estdo totalmente esclarecidos, mas provavelmente envolvem contato célula-célula e a

secrecdo de diversos fatores soluveis (YAGI et al., 2010). As CTMs influenciam a atividade

imune dos linfocitos T e B, células natural killer (NK), células dendriticas (DC), macrofagos e

neutrofilos, suprimindo atraves da secrecdo de fatores sollveis como TGF-B1, HGF, 6xido
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nitrico (NO), idolamina 2,3-dioxigenase (IDO) e prostaglandina E2 (PGE2) ou estimulando
através da secrecdo das citocinas IL-1 e IL-6 (NASEF et al., 2007; ENGLISH et al., 2007;
BARANIAK; McDEVITT, 2010).

As CTMs adultas sdo caracteristicamente desprovidas de moléculas do complexo
maior de histocompatibilidade (MHC) classe Il na superficie celular, porém apresentam
baixos niveis de MHC classe | e ndo expressam moléculas co-estimulatérias CD80, CD86 ou
CD40, ou seja, ndo sdo imunogénicas (imunofendtipo MHC 1™ MHC II" CD40", CD80" e
CD86"), portanto um transplante em um hospedeiro alogénico ndo requer imunossupressao.
Essas caracteristicas fazem das CTMs células pobres em apresentacdo de antigeno (BALL et
al., 2008). O MHC classe 1" expresso poderia ativar as células TCD8*, mas com a auséncia
de moléculas co-estimulatorias, um sinal secundario ndo seria acionado, deixando as células T
CD8" anérgicas (NELSON et al., 2009; CHEN et al., 2011).

As CTMs apresentam efeito inibitério sobre a maturacdo, ativacdo e diferenciacdo das
células dendriticas através da producéo de IL-6, M-CSF e PGE2 e pelo contato célula-célula
(BARANIAK; McDEVITT, 2010; YAGI et al., 2010). Djouab et al. (2007) mostraram que as
CTMs secretam altas concentracdes de IL-6, a qual esta envolvida na reversdo da maturacdo
das células dendriticas para um fenétipo imaturo e na inibicdo parcial da diferenciacdo de
células progenitoras da medula 6ssea em células dendriticas. Chen et al. (2007) demonstraram
que a PGE2 produzida pelas CTMs inibem a diferenciacgao e ativacdo das células dendriticas e
com isso ocorre a inibicdo da producdo e secre¢do de citocinas inflamatérias TNF-a. e IFN-y e
a estimulacdo da producdo de citocina anti-inflamatoria IL-10 (AGGARWAL; PITTENGER,
2005; NAUTA,; FIBBE, 2007). O aumento desta citocina leva ao aumento na proporcao de
células T regulatérias CD4*CD25'FoxP3" (MEIRELLES et al., 2008; HOOGDULIIN et al.,

2010).
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As CTMs suprimem a ativacéo e proliferagdo das células T em resposta a mitdgenos e
aloantigenos inespecificos com a inibicdo da divisdo celular na fase GO/G1 e pela inducdo de
apoptose através da secrecdo da enzima IDO, a qual transforma o triptofano que é um
aminoacido essencial para ativacdo dessas células, em produtos toxicos no citoplasma. As
CTMs suprimem principalmente as células Thl, reduzindo a secrecdo de IFN-y. Porém, as
CTMs aumentam a producédo de IL-4 polarizando para células Th2. Isso indica que as CTMs
alteram as células T de um estado pro-inflamatdrio (IFN-y) para um estado antiinflamatério
(IL-4) (AGGARWAL; PITTENGER, 2005; MEIRELLES et al., 2008; HERRERO; PEREZ-
SIMON, 2010).

As CTMs como potentes produtoras de IL-6 e TGF-B, podem influenciar
significativamente na diferenciagdo de células Th1l7 e desta forma modular doencas
autoimunes e reacdes imunes protetoras (SVOBODOVA et al., 2011). Carrion et al. (2011)
demonstraram que as CTMs promovem a expansao do fenétipo Th17 pela alta secrecdo de IL-
6 em co-cultura com linfocitos TCD4" pré-ativados.

Os linfécitos B tem a sua proliferacdo, migracdo e diferenciacdo em plasmdcitos e
consequentemente a producdo de imunoglobulinas inibidas por IL-6 e PGE2 secretadas pelas
CTMs (NAUTA; FIBBE, 2007; ASSARI et al.,2009).

As CTMs inibem a proliferacdo e ativacdo das células NK mediada pelo TGF-3, IDO
e PGE2 (BARANIAK; McDEVITT, 2010; YAGI etal., 2010).

Ortiz et al. (2007) e Raffaghello et al. (2008) sugeriram que as CTMs exercem papel
na funcdo de neutrofilos e macrofagos. A producdo de TNF-a por macréfagos ativados é
inibida e os neutréfilos sdo protegidos da apoptose pela secrecao de IL-6.

Com esse perfil imunomodulatério por contato célula-célula e acBGes paracrinas, as
CTMs induzem um fendtipo imunotolerante o que pode estender perspectivas futuras da

utilizacdo das CTMs em mais aplicac@es clinicas (YAGI et al., 2011).



44

2.6 Mobilizacdo de Células Tronco Hematopoéticas e Mesenquimais pela

acao de G-CSF.

Os fatores de crescimento hematopoéticos sdo citocinas que atuam na formacéo,
regulacdo e varias atividades funcionais das células hematopoéticas progenitoras e maduras
como quimiotaxia, degranulagdo, ativacdo e citotoxicidade. Dentro dessa classe estdo os
fatores estimuladores de colonias (BARREDA et al. 2004; LICHTMAN et al., 2006), como o
G-CSF (Fator estimulante de coldnias de granulécitos, do inglés Granulocyte colony-

stimulating factor) (NERVI et al., 2006; ARSLAN; MOOG, 2007).

O G-CSF e uma potente citocina produzida por varios tipos celulares da linhagem
hematopoética como os monacitos, celulas progenitoras endoteliais, fibroblastos, células
precursoras mesenquimais e cardiomiécitos (FIBBE et al.,1988; SCHWARZMEIER, 1996;
LENHOFF et al., 1999; LAPIDOT;PETIT, 2002; HONOLD et al., 2006; VANDERVELDE
etal., 2007; TATSUMI et al., 2008; ZHANG et al., 2011).

O alvo de atuacdo do G-CSF consiste em precursores tardios da linhagem neutrofilica
e 0 préprio neutrofilo maduro (LICHTMAN et al., 2006; BARREDA et al. 2004). Os
receptores de G-CSF (G-CSFRs) sdo encontrados em varios tipos celulares, tal como
progenitores mieldides e endoteliais, neutrofilos maduros e mondécitos (AVALOS, 1998;
SRINIVAS et al., 2009).

O G-CSF regula a producéo e acelera o processo maturativo de neutréfilos dentro da
medula 0ssea e a sua liberacdo para o sangue periférico (BARREDA et al. 2004; LICHTMAN
etal., 2006; ZHANG et al., 2011) e também proporciona a saida de células tronco (BALDO et
al., 2010; ZHANG et al., 2011). A acdo do G-CSF é similar ao do fator estimulante de
coldnias de granuldcitos e mondcitos (GM-CSF), consiste na liberacdo de enzimas serina-

proteases, como elastase e G-catepsina, no microambiente medular, as quais irdo clivar
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proteinas de ancoragem VCAM-1 e c-kit e quimiocina CXCL12 e seu receptor CXCR4 que
regulam mobilizacio e adesdo de células (figura 13) (MENDEZ-FERRER; FRENETTE,
2007). O fendmeno em que as células tronco hematopoéticas e mesenquimais, e progenitoras
endoteliais saem da medula Ossea, induzidas por fatores estimulantes, € denominado de
“mobilizagdao” (PELUS, 2008).
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Figura 13. Agdo do G-CSF para mobilizagdo das CTHes.
FONTE: KING; GOODELL (2011).

Durante a hematopoese ndo-estimulada na medula 06ssea, somente um pequeno
namero de células tronco hematopoéticas e as células progenitoras endoteliais circula no
sangue periférico (PELUS, 2008). A administracdo de G-CSF aumenta acentuadamente a
proliferacdo de progenitores hematopoéticos e células estromais mesenquimais na medula
Ossea e no sangue periférico (NERVI et al., 2006; CASHEN et al., 2007; RIPA et al., 2007;
TATSUMI et al., 2008; CESSELLI et al., 2009 BROUARD et al., 2010; BROUARD et al.,
2010).

As CTHs de sangue periférico sdo capazes de reconstituir a hematopoese em curto e
em longo prazo e sdo mais facilmente obtidas através de equipamentos automatizados de
aférese, o qual é menos invasivo do que a coleta de medula éssea e 0 que permite a
substituicdo da medula 6ssea como fonte de CTH tanto em transplantes autélogos quanto
alogénicos (MENDRONE JUNIOR, 2009; PELUS, 2010). No entanto, para se coletar um

namero suficiente de células tronco hematopoéticas do sangue periférico que garanta a



46

enxertia medular em um transplante autogénico e alogénico, as CTHs devem ser recrutadas da
medula déssea para a circulacdo através de fatores estimulantes como 0 G-CSF (MENDRONE
JUNIOR, 2009).

O G-CSF é o mobilizador mais predominantemente usado na clinica, pois mobiliza

mais células CD34" e é geralmente bem tolerado (PELUS, 2010).

As primeiras evidéncias da presenca de CFU-Fs no sangue periférico sao
provavelmente representadas pelas observacfes feitas no inicio do século passado por
Maximow (1928) sobre a transformacao de leucdcitos circulantes em células fibroblasticas,
com posterior diferenciacio em tecido conjuntivo (MENDRONE JUNIOR, 2009).

A presenca de células com imunofen6tipo de CTM no sangue periférico de individuos
normais foi comparada com a de grandes queimados, com 0 objetivo de testar a hipotese de
que, durante situacOes de grande lesdo tecidual, o nimero destas células aumenta na
circulagcdo. Os autores encontraram CTM na circulacdo de ambos os grupos. No entanto,
quando comparado com amostras obtidas de individuos normais, o sangue de pacientes com
queimaduras mostrou uma percentagem significativamente maior de CTM. A porcentagem de
CTM no sangue periférico apresentou correlacdo direta com a extensdo e a gravidade da
queimadura. Os autores concluiram que as CTMs encontradas no sangue periférico
provavelmente desempenham importante papel no processo de regeneracdo de tecidos
humanos (MANSILA et al., 2006 apud MENDRONE JUNIOR, 2009).

O aumento da concentracdo de citocina inflamatoria no sitio da inflamagédo é o maior
causador do aumento da migracdo das CTMs preferencialmente para esses sitios, uma vez
que, as CTMs apresentam receptores para essas quimiocinas (FOX et al., 2007). Além disso, a
maioria dessas quimiocinas sao mais efetivas quando estimuladas por citocinas inflamatérias

TNF-o ou IL-1PB. Esses achados sugeriram que a mobilizacdo de CTMs e o subseqiiente
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“homing ” dessas células para tecidos injuriados devem depender de um estado inflamatorio
local e sisttmico (PONTE et al., 2007).

Experimentos realizados in vivo e in vitro ttm demonstrado que as CFU-Fs de sangue
periférico mantém a mesma capacidade de diferenciagdo mesenquimal das CFU-Fs
provenientes da medula Ossea, incluindo diferenciacio em osteoblastos, adipdcitos,
condrécitos e fibroblatos. A sua habilidade de multidiferenciacdo faz das CTMs de sangue
periférico uma candidata potencial para aplicacdo em terapia celular e engenharia de tecidos.
Além disso, constitui uma fonte mais facilmente acessivel do que a medula 6ssea que requer
um procedimento mais invasivo. No entanto, o nimero de CTMs no sangue periférico é
inferior ao da medula éssea (KUZNETSOV et al., 2001; TONDREAU et al.,2005).

O isolamento de CTMs a partir do sangue periférico e a mobilizacdo dessas celulas
ndo estdo bem esclarecidos. Tanto a presenca quanto a auséncia de CTMs no sangue
periférico tem sido reportado (FERNANDEZ et al.,1997; LAZARUS et al., 1997,
ZVAIFLER et al., 2000; KUZNETSOV et al., 2001; WEXLER et al., 2003; KASSIS et al.,
2006). No geral, essa controvérsia pode ser devido a uma variacdo no volume de sangue
usado como fonte de células e diferencas nos métodos usados para identificacdo das CTMs
(PELUS, 2008).

Os relatos sobre a presenca de CTMs na circulacdo e a sua capacidade de
multidiferenciagéo, associada a maior facilidade na coleta em relagdo a medula 0ssea, tem
despertado o interesse de varios pesquisadores sobre a utilizacdo do sangue periférico como
fonte de CTMs com propostas de terapia celular. Embora a medula 6ssea ainda represente a
principal fonte de CTM, a identificagdo de marcadores imunofenotipicos que possam
caracterizar as CTM de forma mais pratica e objetiva e o conhecimento sobre mecanismos

envolvidos no aparecimento destas células na circulacdo com possiveis estratégias para a
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mobilizacdo, poderdo fazer o sangue periférico uma importante fonte de CTMs

(MENDRONE JUNIOR, 2009).

2.7 Cultivo de Células Tronco Mesenquimais

O cultivo celular é um conjunto de técnicas que permitem cultivar ou manter células
isoladas fora do organismo, mantendo o maximo de suas propriedades fisioldgicas,
bioguimicas e genéticas (FRESHNEY, 1994). Na terapia regenerativa e engenharia tecidual, o
cultivo celular também é realizado com o objetivo de expansdo do niamero de células isoladas.
As CTMs podem ser isoladas por varios metodos, sendo o mais frequente o gradiente de
densidade para obtencdo de células mononucleares (BYDLOWSKI et al., 2009). Em cultivo
primario, as células sdo colocadas em uma superficie de crescimento, no caso das CTMs é
uma superficie de poliestireno, isoladas a partir de um tecido ou 6rgédo, a qual se mantém
proliferando por um periodo de tempo limitado. Essa expansdo € realizada pela manutencéo
das células em frascos de cultivo, com meio de cultivo apropriado, suplementado com
diversos fatores, de acordo com o destino final das células, até que as células atinjam 80-85%
de confluéncia. Ap6s o cultivo primario, é necessario fornecer uma nova fonte de nutrientes e
espaco para 0 crescimento continuo das linhagens celulares, levando ao requerimento
periddico das subculturas (MATHER; ROBERTS, 1998; FRESHNEY, 2006). Para realizacdo
de uma subcultura, apos atingir confluéncia, as celulas devem sofrer uma dissociacdo
enzimatica ou remogdo mecénica da superficie de crescimento, para serem expandidas para
mais frascos de cultura, técnica denominada de passagem celular ou expansido (PATRICIO,
2010).

As CTMs podem ser cultivadas em meio de cultivo completo, em frascos ou placas de
cultura, nos quais elas se aderem, comecam a se proliferar (KRAMPERA et al., 2006). As

células sdo mantidas em incubadora a 37° com 5% de CO, o que facilita a manutencéo do pH
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do meio, permitindo que as trocas das celulas com o meio sejam mais eficientes
(FRESHNEY, 1994). Os meios mais comumente utilizados sdo os meios contendo solucéo
balanceada de sais como MEM, Meio Essencial Minimo modificado por Dulbeco (DMEM),
Meio de Dulbeco modificado por Iscove's (IMDM), Meio Basal de Eagle (BME), com adi¢éo
de soro fetal bovino (SFB) normalmente na concentracdo de 10-20% (T APP et al., 2009 apud
PATRICIO, 2010).

A concentracdo de SFB afeta a proliferacdo das CTMs por conter diversas citocinas e
fatores de crescimento, como fator de crescimento derivado de plaquetas e fator de
crescimento epidermal (TAPP et al., 2009).

As trocas de meio de cultivo e o nimero de passagens variam de acordo com o
protocolo utilizado, mas 0 mais comum sdo as trocas de meio a cada trés dias e a realizacao de
subcultura até 3% e 4* passagens para inicio da diferenciacdo celular (TROPEL et al., 2004;
BITTENCOURT et al.,, 2006; BUNNELL et al., 2008; NEUPANE et al., 2008; SUNG et
al., 2008).

Em cultura, as CTMs apresentam 3 fases de crescimento: a) inicial, com duracao de 3
a 4 dias, logo ap6s o plagueamento, com crescimento celular muito lento; b) logaritmica,
durante as primeiras passagens, com crescimento acelerado; c¢) plateau: inicia-se quando a
célula atinge a senescéncia e perde a capacidade de expansdo (BRUDER, et al., 1997;
COLTER etal., 2000).

Uma das caracteristicas das células tronco mesenquimais, quando cultivadas em baixa
densidade é a adesdo com formacdo de unidades formadoras de coldnias fibroblastéide (CFU-
F) (FRIEDENSTEIN et al., 1976 apud KRAMPERA et al., 2006). Presume-se que essas
coldnias sejam derivadas de uma Unica célula precursora (DEANS; MOSELEY, 2000). Na
literatura, a freqiiéncia de CFU-F foi descrita em diversos trabalhos variando entre 3,4 x 102 a

10°® de células tronco mesenquimais plaqueadas a partir das células mononucleares da medula
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0ssea (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2000; DAZZI et al., 2006; WEXLER et al., 2003
apud WENCESLAU, 2009).

Algumas células da linhagem hematopoética também podem aderir, mas, com o0
tempo, com as varias trocas do meio de cultura, sdo removidas. Portanto, enquanto este
procedimento elimina a maior parte das células contaminantes, a heterogeneidade
remanescente da cultura diminui progressivamente com as diversas trocas de meio e
passagens e, apds determinado nimero delas, a cultura torna-se enriquecida pela fragdo que se
autorrenova, as CTMs (BYDLOWSKI et al., 2009).

Apesar de ndo serem imortais, as CTMs tem capacidade de se expandir numerosas
vezes em cultura, mantendo seu potencial de crescimento e multipotencialidade, com um
tempo de duplicacdo dependente do doador do qual as células foram obtidas e da densidade
de plagueamento inicial. Este Gltimo constitui um parametro critico para assegurar uma boa
taxa de expansdo e a manutencdo do potencial de diferenciacdo das CTMs. Alguns
pesquisadores demonstraram que, para algumas culturas, ha necessidade de inicia-las com
uma densidade muito baixa. De acordo com estudos de caracterizacdo com CTMs humanas,
elas tém potencial para se proliferarem sem se diferenciarem por até 40 geracdes ou passagens
(HORWITZ etal., 1999; PITTENGER et al., 1999).

A microscopia de contraste de fase, as CTMs apresentam-se como fibrobastoides
alongadas e fusiformes, com nucleo eucromatico, oval, grande e central e citoplasma
abundante (TAGAMI et al., 2003). Durante o cultivo, ocorre transicdo da morfologia das
células, de alongadas para células grandes, achatadas e largas, com proliferacdo lenta

(FEHRER; LEPPERDINGER, 2005).
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3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito do G-CSF sobre o perfil de citocinas produzidas pelas células tronco

mesenquimais e hematopoéticas da medula 6ssea e sangue periférico em cultura primaria.

3.2Especificos

Avaliar a cinética de mobilizacdo das células tronco mesenquimais e
hematopoéticas da medula 6ssea para o sangue periférico induzida pelo G-
CSF;

Caracterizar as células tronco mesenquimais e hematopoéticas através de
marcadores de superficie em aspirado de medula 6ssea e sangue periférico;
Avaliar o efeito do G-CSF sobre a producdo de citocinas na cultura primaria
das células tronco;

Relacionar a producdo das citocinas no sobrenadante das culturas primarias

com a diferenciagao das células tronco mesenquimais.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de Estudo

Esse estudo se caracteriza por uma pesquisa basica, com experimentacdo em modelo
animal de laboratério, pelo qual foi avaliado o efeito do G-CSF sobre a producdo de citocinas
pelas células-tronco hematopoéticas e mesenquimais de medula Gssea e sangue periférico de

camundongos.
4.2 Informagcoes Eticas

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Amazonas (CEEA-UFAM) no protocolo n°017/2010 em reunido de
07/05/2010, por estar de acordo com o0s principios de cuidados com animais de laboratério de
acordo com a lei n°6638 da Republica Federativa do Brasil que trata de normas para as praticas

didatico-cientifico da vivisseccdo de animais.
4.3 Populagéo de Estudo

Para este estudo foram usados 72 camundongos fémeas Swiss com 3-4 semanas de vida
provenientes do Biotério Central da CEDEME de S&o Paulo. Esses animais foram divididos em 6
grupos de 12 animais. Os mesmos foram mantidos em gaiolas apropriadas, alimentados com
racdo padrdo e agua, com controle de luz (ciclos de 12 horas), temperatura e umidade
controlados, no Biotério da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os grupos foram

organizados da seguinte forma:



e Grupo Controle— grupo C (n=12)

Neste grupo nao foi administrado o G-CSF.
e Grupo Dose#l (n=12)

Neste grupo foi administrada apenas uma dose de G-CSF.
e Grupo Dose#2 (n=12)

Neste grupo foram administradas duas doses de G-CSF em intervalo de 24 horas.
e Grupo Dose#3 (n =12)

Neste grupo foram administradas trés doses de G-CSF em intervalo de 24 horas.
e Grupo Dose#4 (n =12)

Neste grupo foram administradas quatro doses de G-CSF em intervalo de 24 horas.
e Grupo Dose #5 (n = 12)

Neste grupo foram administradas cinco doses de G-CSF em intervalo de 24 horas.

4.4 Procedimentos

72
Camundongos
Swiss fémeas

Divisdo Grupos
(Controle/Dosel/Dose2/Dose3/Dosed/DoseS)

Medula
Sangue e
Separacido I |
por ficoll

| |

Contagem de Citometria Cultura

Células de Fluxo Celular

Sobrenadante agein e
Citocinas

Figura 14. Fluxograma de procedimentos.
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4.4.1 Preparo e Isolamento de Células Tronco Hematopoéticas e Mesenquimais

Para obtencdo das células tronco hematopoéticas e mesenquimais foi administrado o G-
CSF (Filgrastine®, Blausiegel, Cotia, SP ), na dose de 200 ug/kg, por via intraperitoneal por um
periodo de cinco dias consecutivos em intervalo de 24 horas. O procedimento de coleta foi
realizado na sala Biotério Central da Universidade Federal do Amazonas. Foi coletado através do
plexo ocular com pipeta Pasteur heparinizada, um volume de aproximadamente 2mL de sangue
de dois animais por dia, durante cinco dias consecutivos, para que se obtivesse um pool celular,
sendo que a primeira coleta foi feita no segundo dia apds o inicio do tratamento com G-CSF e a
altima coleta foi realizada 24 horas ap6s a quinta dose. Apos a coleta, as amostras de sangue
foram acondicionadas em recipiente refrigerado e transportadas para o Laboratério de Terapia

Celular da Fundagdo HEMOAM para serem processadas.

Em seguida a coleta de sangue periférico os animais foram eutanasiados por
deslocamento da coluna cervical. Para a coleta da medula dssea, os fémures direito e esquerdo de
cada animal foram retirados por procedimento cirurgico. Os mesmos foram lavados em placa de
Petri com PBS estéril (Solucdo tamponada com fosfato) e as epifises foram cortadas,
possibilitando a entrada da agulha da seringa de 1mL na cavidade medular e a injecdo de 1mL de
PBS estéril para a retirada das células. O lavado foi coletado em tubo de fundo cdnico de 15mL
estéril. Apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em recipiente refrigerado e
transportadas para o Laboratério de Terapia Celular da Fundacdo HEMOAM para serem

processadas.

O sangue coletado foi processado dentro da capela de fluxo laminar nivel 11, previamente

esterilizado com alcool a 70% e depois por 15 minutos com ultra-violeta (UV) ligada. Uma
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aliquota do sangue foi separada para citometria de fluxo e o restante foi utilizado para o
isolamento das células mononucleares por gradiente de Ficoll-Hypaque™, volume a volume
(sangue/Ficoll) em tubo de fundo cénico de 15mL estéril. Este passou por centrifugacdo a 1900
rom por 25 minutos, a 18-20°C e sem freio. Em seguida, o anel formado de células
mononucleares (creme de leucdcitos) foi cuidadosamente coletado com micropipeta de 100uL e
transferido para outro tubo de fundo conico de 15mL (figura 15). Esse anel de células foi
ressuspendido em 2mL de PBS estéril e centrifugado a 1900 rpm por 15 minutos a 18-20°C com
freio. O sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido mais uma vez em
2mL de PBS estéril para ser centrifugado a 1900rpm por 15 minutos a 18-20°C com freio. Em
seguida, o pellet de células foi ressuspendido em 2mL de PBS estéril e homogeneizado. Uma
aliquota dessa suspensdo foi separada para realizagdo da contagem de celulas através do
hemocitémetro (SYSMEX, modelo XT-2000i). Diante do numero de células foi feito o

plagueamento nos frascos de cultivo.

@ —p SGNgUE
o \

| == Ficoll-Paque®

l . Centrifugacdo

Plasma €—— | |
Interface de células da MO € BoaS

Ficoll-Paque® €——
L] .
Eritrocitos e restos g v 3 Inteface de células da MO
celulares o

Figura 15. Procedimento de separacdo celular em gradiente de
Ficoll.

FONTE: WODEWOTZKY (2008).
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Apbs a coleta, a medula éssea foi centrifugada a 1200rpm por 10 minutos a 18-20°C. Em
seguida, a medula 6ssea foi processada dentro da capela de fluxo laminar nivel 1l. O sobrenadante
foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em 2mL de PBS estéril para ser novamente
centrifugado a 1200rpm por 10 minutos a 18-20°C. Em seguida, esse processo foi repetido. Da
suspensdo celular obtida, uma aliquota foi separada para a contagem do nimero de células
atraves do hemocitdmetro (SYSMEX, modelo XT-2000i). Diante do nimero de células foi feito o

plagueamento nos frascos de cultivo.

4.4.2 Imunofenotigem ex vivo das CTHs e CTMs

A caracterizacdo morfométrica e imunofenotipica das células tronco hematopoéticas e
mesenquimais mobilizadas para o sangue periférico e da medula 6ssea dos camundongos foram
feitas por citometria de fluxo. A primeira etapa da citometria consistiu na marcacao das células
com anticorpos monoclonais que se fixaram nas moléculas de superficie das células tronco. Esses
anticorpos sdo marcados com fluorescéncia e estas sdo captadas pelo citdmetro de fluxo. Nesse
estudo foi utilizado, tanto para o sangue quanto para medula, o seguinte painel de anticorpos
monoclonais marcados divididos em 2 tubos: 1) anti-CD14" marcado com FITC (Isotiocianato de
fluoresceina-VERDE - Code 553739, lote 24790, marca Becton Dickinson Biosciences), anti-
CD73" marcado com PE (Ficoeritrina-VERMELHA- Code 550741, lote 69192, marca Becton
Dickinson Biosciences), anti-CD90" marcado com PercP (Clorofilpiridina-LARANJA - code
557266, lote 51139, marca Becton Dickinson Biosciences) e anti-CD105" marcado com APC
(Aloficocianina - code 130-092-930, lote 5100528058, marca Miltenyi Biotec); 2) anti-CD34"
marcado com PE (Ficoeritrina-VERMELHA- Code 551387, lote 53197, marca Becton Dickinson
Biosciences) e anti-CD45™ marcado com PercP (Clorofilpiridina-LARANJA - code 557235, lote

60517, marca Becton Dickinson Biosciences). Foi utilizado um terceiro tubo (tubo controle)
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contendo apenas sangue total ou medula déssea, o qual foi usado como controle para realizagao de
ajustes na leitura da populacdo celular e eliminacdo da auto-fluorescéncia das células. Apds a
marcacao foi feito a destruicdo (lise) das heméacias, com o uso de solucdo de lise (FACS Lysing

solution, BD®).

Em cada tubo de citometria foi utilizado 5uL de cada anticorpo e em seguida, foi
adicionado 100uL do sangue total e da medula 6ssea nos seus respectivos tubos. Os tubos foram
homogeneizados e incubados por 30 minutos, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Apds
essa etapa de marcagdo, foi adicionado, em cada tubo, 2mL da solucdo de lise de hemacias
(FACS Lysing solution, BD®) diluida 10x em agua destilada. Os tubos foram homogeneizados e
incubados por mais 10 minutos, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Passada essa
incubacéo, os tubos foram centrifugados a 1300 rpm por 7 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi desprezado e acrescentou-se sobre as células 2mL de PBS-wash 1X (solugdo tamponada com
fosfato com 0,5% de albumina bovina) para serem lavadas e em seguida novamente
homogeneizadas e centrifugadas a 1300 rpm por 7 minutos. Apds essa centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 300pL de PBS-wash 1X para fazer a aquisicao da
amostra no citdbmetro de fluxo. A leitura foi feita no Citémetro de Fluxo Becton Dickinson (BD)

— FACSCalibur® da Fundacdo HEMOAM.

Para a identificacdo morfométrica e imunofenotipica das CTMs e CTHSs foi utilizado o
programa FlowJo (versdao 9.4). Foram utilizados “gates” para a selecio das populacdes de
interesse em graficos que combinaram caracteristicas morfologicas com caracteristicas
imunofenotipicas das células identificadas pelo uso dos anticorpos monoclonais marcados com
fluorescéncias descritos acima. Os graficos utilizados foram do tipo “contour plot” e histograma,

pois apresentaram uma melhor visualizagdo das estratégias de analise.
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Para identificagdo das CTMs foi feito primeiramente um grafico de SSC x CD90 (Figura
16A) e uma “gate” foi feita na regiio CD90" cujo marcador é expresso pelas CTMs. Em seguida,
foram excluidas as células CD14" (Figura 16B) e por fim foram selecionadas as células duplo

marcadas com CD105" e CD73" (Figura 16C).

N Cedts
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Figura 16. Identificacdo da populagdo de células tronco mesenquimais no programa FlowJo
(versdo 9.4). Grafico A — Identificacdo da populacdo CD90". Gréafico B — Identificacdo da
populacdo CD90*CD14". Grafico C — Identificacdo da populacdo de célula tronco mesenquimal
(CD73"CD105%)

As CTHs foram caracterizadas primeiramente pela expressio de CD45" utilizando-se
graficos de SSC x CD45 (Figura 17A), em seguida foram selecionadas as células CD34" com
pouca granulosidade em grafico de SSC x CD34 (Figura 17B). O passo seguinte foi identificar as
células com baixa expressdo de CD45" (Figura 17C) e por fim selecionar as células com tamanho

e granulosidade baixos (Figura 17D).

Apos a identificagdo e quantificacdo das CTMs e CTHSs foram geradas tabelas no excell
com todos os percentuais e quantitativos das populacbes de interesse para posterior analise

estatistica.
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Figura 17. Identificacdo da populacdo de células tronco hematopoéticas no programa FlowlJo (versao
9.4). Grafico A — Identificacdo da populagdo CD45". Grafico B — Identificacdo da populagdo CD34".
Gréfico C — Identificacio da populacdo CD45*". Grafico D — Identificacdo da populacdo de célula
tronco hematopoética (CD34°CD45%),

4.4.3 Cultura in vitro das Células tronco Mesenquimais

O plaqueamento das células foi feito em frascos de cultivo de 25cm? (TPP, Trasadingen,
Switzerland) a partir das células mononucleares isoladas, tanto do sangue periférico quanto da
medula 6ssea, ressuspendidas em 1mL de PBS estéril. Um total de 1x10° células/mL foi
plaqueado em 5mL de meio IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA) suplementado com 15% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e
1% de penicilina (100 unidades/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco™ Invitrogen, NY,
USA). Em seguida, os frascos de cultivos foram colocados em estufa a 37° C com 5% CO,. Para

esse procedimento foram utilizados dois frascos para cada amostra de sangue e de medula.

Cerca de 72h apos o plaqueamento, foi realizada a primeira troca de meio de cultivo,
desprezando-se as células que ndo aderiram a superficie plastica dos frascos de cultura. Essa troca
foi feita continuamente a cada 3 dias até completar um periodo de 15 dias de cultura primaria
(P0O). Antes de cada troca de meio, os frascos de cultivos foram levados ao microscopio invertido

(NIKON, modelo Eclipse TS100) para observacdo da populacdo celular e registro através da
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camera fotografica (MOTIC, modelo moticam 2300) acoplada a0 microscopio. A cada troca de
meio, uma aliquota de 1mL do sobrenadante de cada frasco foi separada em tubos criogénicos
estéreis e congeladas em freezer -80°C, para posterior dosagem de citocinas. As CT
mesenquimais em cultivo tém grande capacidade de aderéncia a superficie de crescimento da
placa de cultivo, desta forma, as células das linhagens hematopoiéticas e progenitoras, que nédo
eram de interesse para o estudo, foram descartadas por aspiracdo do sobrenadante do frasco de

cultivo.

4.4.4 Dosagem de Citocinas no Sobrenadante da Cultura Primaria das Celulas-tronco

Mesenquimais (Cytometric Bead Array-CBA).

Para a dosagem de citocinas as amostras de sobrenadante foram descongeladas e
homogeneizadas. A dosagem foi realizada pela técnica de Citometria de Fluxo CBA (Cytometric
Bead Array) seguindo os protocolos preconizados pelo Kit BD™ MS TH1-TH2-TH17 CBA KIT
da Becton Dickinson Biosciences. Através desse kit foram quantificadas as citocinas dos padrdes

Thl, Th2 e Th17: IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17.

O BD ™ Cytometric Bead Array (CBA) utiliza uma série de particulas (microesferas ou
beads) com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar simultaneamente através de uma
superficie de captura as varias citocinas sollveis. Cada bead de captura esta conjugada com um
anticorpo especifico para cada citocina. A detecc¢do das citocinas presentes na amostra é realizada
através do fluorocromo ficoeritrina (PE)-conjugado a anticorpos que fornece um sinal
fluorescente em proporcdo a quantidade de citocina da amostra ligada a bead. Os complexos
formados de bead de captura + citocina da amostra + reagente de deteccdo sdo mensurados

através da citometria de fluxo. A intensidade da fluorescéncia PE de cada complexo revela a
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concentracdo em pg/mL de cada citocina. Foi utilizado o citdmetro de fluxo Becton Dickinson
(BD) - FACScalibur® da Fundagdo HEMOAM para aquisicdo das amostras. Para o calculo das
concentragdes e intensidade média de fluorescéncia de cada citocina foi utilizado o software

FCAP array ™ versio 1.0.1.
4.4.5 Andlise Estatistica

Os resultados das varidveis (porcentagem de células, concentracdo de citocinas, tempo de
cultura e dosagem de G-CSF) foram armazenados no programa Excel® 2007 para Windows7®.
Para a anélise dos dados e confeccdo dos graficos foi utilizado o programa GraphPadPrism®

versao 5.

Os dados foram testados quanto a hipo6tese de normalidade por meio do teste de Bartlett.
Os dados ndo-paramétricos foram comparados pela analise de variancia em relacdo a mediana
utilizando o teste Mann-Whitney e para a analise das correlagdes foi utilizado o teste de
comparacdo multipla Tukey. Foi utilizado intervalo de confianca de 95% e os dados considerados

com significancia estatistica foram aqueles que apresentaram p valor < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito da administracdo do G-CSF na cinética de Mobilizagdo das CTMs e CTHSs

O primeiro passo no presente estudo foi avaliar a influéncia do namero de doses de G-
CSF na mobilizagdo de CTMs e CTHSs, nos diferentes compartimentos, medula 6ssea e sangue
periférico de camundongos. Como demonstra o gréfico 01, o pico de CTMs derivada da medula
Ossea ocorreu com 4 doses de G-CSF, e foi significativamente diferente quando comparado com
a 22 dose, enquanto que o percentual de CTHs na medula 6ssea foi significativamente maior na 22
dose de G-CSF, diminuindo progressivamente até a 42 dose.

Por outro lado, observou-se um percentual significativamente maior de CTMs na 52 dose
quando comparado com as doses 2, 3 e 4, no sangue periférico. O percentual de CTHs foi maior
na 42 dose de G-CSF, porem ndo houve diferenca estatistica significativa do percentual destas
células quando comparado com as demais doses administradas (grafico 01).

A razdo de CTMs em relacdo as CTHs, em ambos os compartimentos avaliados, tanto
medula déssea quanto sangue periférico foi maior com 4 doses de G-CSF, sendo que a quantidade
de CTMs mobilizadas foi maior que a de CTHSs, sendo esta diferenca entre as doses
estatisticamente significativa. Além disso, como pode ser observado no grafico 02, a razéo de

CTMs/CTHes, foi maior na medula 6ssea que no sangue periférico.
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Grafico 01. Influéncia do nimero de doses aplicadas de G-CSF na
mobilizacdo de CTMs e CTHs na medula 6ssea e sangue periférico. Pico
de CTMs na medula 6ssea com 4 doses de G-CSF (#2 p<0,05 vs duas
doses de G-CSF). Percentual de CTH significativamente maior com 2
doses de G-CSF (#4 p<0,05 vs quatro doses de G-CSF). Percentual de
CTMs maior na 5% dose em comparacdo com as demais (p<0,05) no
sangue periférico. Percentual de CTHs maior na 4° dose sem diferenca
significativa (p>0,05). Quadro cinza tracejado indica a dose que
estimulou maior concentragéo de células.
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Grafico 02. Razdo de CTM/CTH mobilizadas na medula éssea e no sangue
periférico em relacdo as doses de G-CSF. Razdo CTM/CTH maior na 4° dose de
G-CSF em ambos medula éssea e sangue periférico indicada pelo quadro cinza
tracejado. Foi identificado diferenca significativa comparado com as demais
doses (p<0,05). Maior razdo CTM/CTH na medula 6ssea.

5.2 Fotomicroscopia de culturas in vitro das CTMs e CTHs de medula dssea e sangue

periférico

O uso de células tronco na terapia celular requer uma expansdo do namero de células
isoladas através da técnica de cultivo celular, o qual permite também manter células isoladas fora
do organismo, preservando o maximo de suas propriedades fisioldgicas, bioquimicas e genéticas.
Assim, ap0s a mobilizacdo de CTs por meio do G-CSF, as celulas isoladas foram colocadas em
cultura para expansdo de CTMs, observacgdo do efeito da dose de G-CSF sobre essa expansao e
avaliacdo das citocinas secretadas no meio de cultivo.

Nas culturas primarias (PO) de medula 6ssea dos animais que receberam 2 doses de G-
CSF néo foi observado células com morfologia fibroblastoide (fusiforme) alongadas e aderentes

em todo o periodo de cultivo, apenas uma pequena populacdo de células hematopoéticas (figura
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18). Entretanto, nas culturas de medula 6ssea dos animais que receberam 3, 4 e 5 doses foi
observado células com morfologia fibroblastéide (fusiforme) alongadas e aderentes e ainda
pequenas formagdes de colonias celulares foram observadas, por meio da microscopia de
contraste de fase, partir do 6° dia de cultura de 3 doses e a partir do 9° dia de cultura de 4 e 5
doses de G-CSF (figuras 19, 20 e 21). Nas culturas de 4 e 5 doses ainda foi observado células
grandes, achatadas, largas, com nucleo eucromatico, oval, grande e central e citoplasma
abundante, caracteristicas de células tronco mesenquimais apds transicdo das células

fibroblastdides alongadas (figuras 20 e 21).

Figura 18. Cultura primaria (P0) de CTMs e CTHs de medula ¢ssea de camundongos
que receberam 2 doses de G-CSF. Aumento 200X, MO invertido.



66

Figura 19. Cultura priméria (P0) de CTMs e CTHs de medula éssea de camundongos que receberam 3
doses de G-CSF. Aumento 200X, MO invertido.

Figura 20. Cultura priméria (PO) de CTMs e CTHs de medula dssea de camundongos que receberam 4
doses de G-CSF. Aumento 200X, MO invertido.



67

Figura 21. Cultura priméria (PO) de CTMs e CTHs de medula 6ssea de camundongos que receberam 5
doses de G-CSF. Aumento 200X, MO invertido.

Diferente das culturas de medula 6ssea, nas culturas primarias (PO) de sangue periférico
dos animais que receberam 2 doses de G-CSF, a presenca de células com morfologia
fibroblastoide (fusiforme) alongadas e aderentes foi observada a partir do 12° dia até o final de
cultivo (figura 22). No entanto, nas culturas dos animais que receberam 3 doses de G-CSF foi
observado a presenca dessas células durante os 15 dias de cultivo. A partir do 12° dia, houve
transicdo dessas células fibroblastoides para células mais diferenciadas, grandes, achatadas,
largas, com nucleo eucromatico, oval, grande e central e citoplasma abundante (figura 23). Nas
culturas de sangue periférico de 4 e 5 doses, ao contrario das culturas de medula, ndo foram
observadas células fibroblastoides alongadas (figuras 24 e 25). As células hematopoéticas foram

observadas em maior quantidade nos primeiros dias de cultura tanto da medula 6ssea quanto de
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sangue periférico, porém essa quantidade foi reduzindo com as varias trocas de meio até o final

do cultivo priméario (PO).

Figura 22. Cultura priméaria (PO) de CTMs e CTHSs de sangue periférico de camundongos que receberam
2 doses de G-CSF. Aumento 200X, MO invertido.

Figura 23. Cultura priméria (PO) de CTMs e CTHSs de sangue periférico de camundongos que receberam
3 doses de G-CSF. Aumento 200X, MO invertido.
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Figura 24. Cultura primaria (P0) de CTMs e CTHs de sangue periférico de camundongos que receberam
4 doses de G-CSF. Aumento 200X, MO invertido.

Figura 25. Cultura priméria (PO) de CTMs e CTHSs de sangue periférico de camundongos que receberam
5 doses de G-CSF. Aumento 200X, MO invertido.
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5.3 Producdo de citocinas por CTMs e CTHs em cultura priméria

Um papel importante atribuido as CTMs é a imunomodulacdo exercida por estas células,
através da producao de citocinas. Desta forma, ap0s caracterizar-se o melhor tempo de obtencéo
das CTMs e CTHSs, na medula e sangue periférico, o proximo passo foi caracterizar o perfil de
citocinas produzidas por estas células in vitro. Os dados demonstram que houve aumento
progressivo das IL-2 e IL-4 nos diferentes tempos de cultura, atingindo a maior concentragdo 12
dias apds, tanto naquelas culturas derivadas da medula éssea, quanto de sangue periférico. Ao
contrario do observado para estas citocinas, a IL-6 e 0 TNF-a apresentavam-se aumentados nos
trés primeiros dias de cultura, sendo que houve uma diminuicdo no 6° dia, seguido por um
aumento gradativo até o 15° (grafico 03).

Em relagéo ao IFN-y, observou que na cultura de células tronco obtidas da medula 6ssea a
concentragdo desta citocina estava aumentada no terceiro dia em relacdo as de sangue periférico.
Como pode ser observado no grafico 03, houve um decréscimo no 6° dia em ambos 0s
compartimentos, voltando ao aumentar a partir do 9°, sendo que na cultura de células da medula,
a maior concentracéo foi observada no 12° dia, declinando no 15°. Por outro lado, o pico de IFN-
v na cultura de células do sangue, ocorreu no 15° dia de cultivo.

Interessantemente, observou-se que a citocina IL-17 A apresentou um aumento gradativo a
partir do 3° dia, atingindo o pico no 12° voltando a diminuir no 15° em ambas as culturas
avaliadas. A IL-10, uma citocina antiinflamatoria, apresentou-se aumentada no 3° dia de cultura,
tanto de células da medula dssea, quanto de sangue periférico, sendo que foi observado uma
diminuicdo da concentragdo no 9° dia da cultura de medula, voltando a aumentar e atingindo o
pico no 12° dia. Por outro lado, observou um aumento acentuado da IL-10 no 9° dia da cultura de

células do sangue, declinando no 12° dia e aumentando gradativamente até o 15°.
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Grafico 03. Cinética de sintese de citocinas pelas CTMs e CTHs durante os
dias de cultura in vitro. Culturas da medula éssea e do sangue periférico
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concentracdo das citocinas em determinado tempo de cultura.
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5.4 Estabelecimento do ponto de corte de sintese de citocinas para segregacdo em altos e

baixos produtores apds cultura in vitro

Para a segregacdo da sintese de citocinas em altos e baixos produtores, o ponto de corte
foi estabelecido, pela determinagdo da mediana global da intensidade média de florescéncia
(MIF) de cada amostra, sendo que as amostras dos diferentes tempos de cultura foram agrupadas
em um Unico eixo para a andlise. Como mostra o grafico 04, as MIFs que se apresentaram acima
das medianas foram consideradas como altos produtores e abaixo deste valor, foram tratadas

como baixo produtores de citocina. A mediana de cada citocina foi descrita grafico 04.
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Grafico 04. Ponto de Corte para segregacdo da sintese de citocinas em altos e baixos produtores a partir da

mediana global das intensidades médias de fluorescéncia (MIF).

A figura 26 demonstra a freqliéncia de citocinas produzidas individualmente ao longo do

tempo de cultura e frente as diferentes doses. Através desta figura foi possivel determinar o

percentual de altos produtores nas culturas de células de sangue e medula 6ssea. Os individuos

altos produtores foram colocados como quadros pretos e baixos produtores como quadros

brancos. Para cada citocina analisada, foi calculada a frequéncia e o percentual de altos

produtores. O percentual foi utilizado no grafico 05 para demonstrar o panorama geral da

producdo de citocinas.
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Figura 26. Percentual de altos produtores de citocinas ao longo do tempo de cultura de medula Gssea e
sangue periférico frente as diferentes doses de G-CSF.

5.5 Influéncia do namero de doses administradas de G-CSF no perfil panoramico de

citocinas

Complementando a figura 25, o grafico 05 demonstra a influéncia da administracdo das
diferentes doses de G-CSF na producdo de citocinas. O perfil panordmico das citocinas
analisadas foi caracterizado pela freqiiéncia encontrada de altos produtores de citocinas para cada
dose administrada in vivo. Os dados demonstram que houve diferenca estatisticamente

significativa da concentracdo do TNF-a na cultura de células derivadas da medula 6ssea, entre as
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diferentes doses analisadas. No entanto, ndo foi observada diferenga significativa desta citocina
na cultura de células provenientes do sangue. Em relacdo a IL-6, outra citocina inflamatoria,
observou-se que houve diferenga estatistica significativa entre a 5% e a 22 dose, na cultura de
medula, mas esta diferenca ndo foi observada na cultura de sangue periférico.

Em relacdo a IL-2, foi observada diferenca estatistica significativa entre a 52 e a 32 dose,
na cultura de células da medula, enquanto esta diferenca ndo foi encontrada na cultura de sangue
periférico. Nao foi observada diferenca estatistica significativa em relacdo ao IFN-y em nenhum
dos compartimentos analisados (medula 6ssea e sangue periférico).

Ao contrario do IFN-y, foi observada diferenga estatistica significativa para IL-4 entre a
5% e a 22 dose, na cultura de medula 6ssea, enquanto que na cultura de sangue periférico esta
diferenca foi observada nas doses 4 e 5 quando comparadas a 22 Também houve diferenca
estatistica significativa das doses 4 e 5, em relacdo as 22 e 3% na cultura de células derivadas da
medula 6ssea, e em relacdo a 2% na cultura de sangue periférico.

Para as citocinas IL-10 foi observada diferenca estatistica significativa entre as doses 4 e
5 guando comparadas com a 22 dose, na cultura de medula 6ssea. Na cultura de sangue periférico,
observou-se diferenca estatistica significativa entre a 4% e 3%, e a 5% e 22 doses. Para a IL-17A,
observou-se diferenga significativa entre as doses 4 e 5 quando comparadas a 22 e 32 doses. Por
outro lado, na cultura de sangue periférico a diferenca foi encontrada entre as doses 4 e 5 em

relacdo a 22
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Gréfico 05. Influéncia do nimero de doses administradas de G-CSF no
perfil panoramico de citocinas. a. Dose #2 de G-CSF néo influenciou
significativamente na producdo de citocinas in vitro (p>0,05). b. Dose #3
de G-CSF influenciou significativamente na produgdo de TNF-a em
relaghio a dose#2 (p=0,0158). c. Dose #4 de G-CSF influenciou
significativamente na produgéo de TNF-o em relacdo a dose #3 (p=0,0026),
IL-17A em relacdo a dose#2 (p=0,0352) e dose#3 (p=0,0474), IL-10 com
relacéo a dose#2 (p=0,0151). d Dose #5 de G-CSF somente néo influenciou
significativamente a produgdo de IFN-y (p>0,05). e. Dose #2 de G-CSF néo
influenciou significativamente a producdo de citocinas (p>0,05). f. Dose #3
de G-CSF ndo influenciou significativamente a producdo de citocinas
(p>0,05). g. Dose #4 de G-CSF influenciou significativamente a produgéo
de IL-4 com relacdo a dose#2 (p=0,0474), IL17A com relagdo a dose#2
(p=0,01) e IL-10 com relacdo a dose #3 (p=0,0048). h. Dose #5 de G-CSF
influenciou significativamente na sintese de IL-4 com relagdo a dose #2
(p=0,0079) e IL-17A com relagdo a dose #2 (p=0,0158). (*) relevant
frequency of High cytokine producers considered for values above the 50th
percentile. Dados analisados por t Teste.
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5.6 Correlacéo entre a percentagem de CTM e CTH e o perfil panoramico de citocinas

Como demonstra o grafico 06, houve uma correlacdo positiva, estatisticamente
significativa, entre as citocinas TNF-a, IL-17A e IL-10 e as células tronco mesenquimais
derivadas da medula déssea. Estes resultados demonstram que quanto maior a concentracdo destas
citocinas, maior a diferenciagdo das CTMs in vitro. Por outro lado, quando avaliamos a
correlagdo entre as CTHs da medula dssea e o perfil de citocinas, observou-se que houve
correlacdo negativa estatisticamente significativa entre IL-2, IL-6 e IL-10 e estas células,
mostrando que quanto maior a concentragdo destas citocinas, menor a quantidade destas células
encontradas na cultura. Porém, foi observada correlacdo positiva estatisticamente significativa
entre IL-4, TNF-o e IFN-y e as CTHSs, ou seja, quanto maior a concentragdo destas citocinas

maior o nimero destas células encontradas na cultura.

Quando se avaliou as CTHs derivadas do sangue periférico, observou-se que houve
correlagdo positiva estatisticamente significativa entre as citocinas TNF-a e IL-10, Porém, as
citocinas IL-4 e IL-6 apresentaram correlacdo positiva estatisticamente ndo significativa. Além
disso, foi observada uma correlacdo negativa entre a IL-4 e as CTMs do sangue periférico. No
entanto, ao contrario do observado na medula dssea, a IL-6 apresentou correlagdo positiva em

relacdo as CTMs do sangue periférico.
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Grafico 06. Correlacdo entre a porcentagem de CTMs e CTHs e o perfil de citocinas in vitro pelo teste
de Spearman r. a. p=0,0387 e r=0,6011, correlacdo positiva significativa. b. p= 0,0017 e r=0,8011,
correlacdo positiva significativa. c. p=0,0469 e r=0,6087, correlagdo positiva significativa. d. p=0,0981e
r=-0,5239, correlacdo negativa ndo significativa. e. p<0,000le r=0,9199, correlacdo positiva
estatisticamente significativa. f. p=0,0890 e r=-0,5364, correlagdo negativa ndo significativa. g.
p=0,0069 e r=0,7580, correlacdo positiva significativa. h. p=0,0392 e r=0,6565, correlacdo positiva
significativa. i. p=0,1097 e r=-0,5091, correlacdo negativa ndo significativa. j. p=0,0523 e r=-0,5715,
correlagdo positiva ndo significativa. 1. p=0,0185 e r=0,6643, correlagdo positiva significativa. m.
p=0,0565; r=0,5634, correlacdo positiva estatisticamente ndo significativa. n. p=0,0666 e r=05455,
correlacdo positiva ndo significativa. 0. p=0,0038 e r=0,7649, correlagcdo positiva estatisticamente
significativa. p. p=0,0128 e r=0,6914, correlago positiva estatisticamente significativa.
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6. DISCUSSAO

Atualmente, a aplicacdo clinica de células tronco adultas humanas tem representado a
mais promissora abordagem para regeneracdo celular orgénica no tratamento de diversas
doencas, ndo so pelas propriedades de transdiferenciacdo e imunomodulatorias, mas também por
serem facilmente obtidas, ndo terem objec¢des éticas e por permitirem transplante autélogo sem a
necessidade de imunossupressao (GUTENSOHN et al., 2000; MYLOTTE et al., 2008;
MEIRELLES et al., 2009). Alguns estudos demonstram que a utilizacdo de CTHs de sangue
periférico em transplantes de medula déssea tanto autdlogos quanto alogénicos, foram capazes de
reconstituir a hematopoese em curto e longo prazo (HAAS et al., 1995; SCHMITZ et al., 2006
apud MENDRONE JUNIOR, 2009).

As CTMs tém-se revelado muito eficazes, pois seu elevado potencial regenerativo ocorre
ndo somente pela sua capacidade de diferenciacdo celular, mas também pela sua capacidade de
modular a resposta imune inata e adaptativa com efeitos imunossupressores e secrecao de um
largo espectro de substancias bioativas, como citocinas e os fatores de crescimento, o que néo foi
completamente esclarecido e, portanto, buscar novos conhecimentos a respeito desses
mecanismos tanto in vivo quanto in vitro é de grande importancia (CAPLAN, 2007,
REBELATTO, 2008; NOVOTNY et al., 2008; XIANG et al., 2009; HOOGDUIJN et al., 2010).

O isolamento de um elevado nimero de CTs estabelece a base de novos métodos para
regeneracdo de tecidos e terapia celular como a utilizacgdo de G-CSF para estimular
potencialmente a mobilizacdo de CTs para o sangue periférico, permitindo facil obtencdo dessas
células (HILL et al., 2005; KASSIS et al., 2006). No entanto, pouco ainda se sabe sobre o efeito

deste fator de crescimento sobre a transdiferenciacdo das CTs, in vivo e in vitro. Desta forma, no
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presente estudo tivemos como objetivo avaliar o efeito de diferentes doses do G-CSF na
mobilizacdo e diferenciacdo in vitro das CTs mesenquimais e hematopoiéiticas. Para tanto
lancamos méo do uso do cultivo primario destas células, obtidas da medula 6ssea ou sangue
periférico de camundongos swiss.

Inicialmente, foi observado que o pico de células tronco hematopoiéticas derivadas da
medula 6ssea correu com 2 doses de G-CSF. Porém, estes dados ndo estdo de acordo com que é
observado em pacientes que apresentam um aumento de mais de 10 vezes no nimero de CTHSs na
medula 6ssea no 3° dia de tratamento (MORRISON et al. 1997). Por outro lado foi observado
pico de CTMs, na 4° dose de G-CSF. Estes dados demonstraram que o G-CSF estimula a
mobilizacdo das CTHs e CTMs de forma dose dependepende, sugerindo um mecanismo mediado
por outros fatores de crescimento celular ou citocinas. Zhdanov et al. (2007) j& demonstraram que
as CTMs aumentam no 3° dia (2 doses) apds o inicio do tratamento com G-CSF. Essa diferenca
necessaria na dose de G-CSF para aumentar a quantidade de CTs na medula 6ssea pode estar
relacionada com a diferenca na quantidade basal dessas células, ja que as CTHs estdo ainda em
maior numero que as CTMs.

Apos avaliar-se a cinética de mobilizacdo das CTHs e CTMs, o proximo passo foi
analisar a saida destas células da medula para o sangue periférico. Como foi demonstrado nos
resultados, as CTMs estdo significativamente aumentadas no sangue periférico na 5% dose de
tratamento com G-CSF, demonstrando que elas parecem se diferenciarem e expandirem na
medula déssea para depois serem mobilizadas para o sangue periférico. Ao contréario do observado
para as CTMs, ndo foi observado diferenca significativa em relacdo a mobilizacdo de CTHs para
0 sangue periférico, frente as diferentes doses. Porém foi observado aumento na 42 dose,
sugerindo assim como para as CTMs, um mecanismo mais tardio da mobilizacdo destas células

para o sangue periférico. Morrison et al. (1997) também observaram uma abrupta migracdo das
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CTHs para a periferia no 5° dia de tratamento (4 doses). Segundo Lapidot e Petit (2002), a
mobilizacdo das células tronco é um procedimento que induz uma rapida proliferacdo de células
hematopoéticas na medula déssea e depois a liberacdo de alta quantidade dessas células pra a
corrente sanguinea.

A mobilizacdo e a subsequente saida de células tronco para o0 sangue sdo potencialmente
mediadas pela acdo regulatéria do G-CSF nas moléculas de adesdo (MOHLE et al., 1993). Os
mecanismos envolvidos na mobilizacdo dos precursores ainda sdo pouco compreendidos e
conhecidos. No entanto, essas modificagdes nas moléculas de adesdo podem alterar a capacidade
de aderir ao estroma medular, pois as células precursoras interagem com células estromais e com
proteinas da matriz extracelular como, por exemplo, a fibronectina, recebendo sinais regulatérios
de proliferagdo e diferenciagdo (MOHLE et al., 1993).

Ja esta bem estabelecido na literatura que o namero de CTH na medula 6ssea é maior do
que as CTMs (MENDRONE JUNIOR, 2009; ABDELHAY et al., 2009). Curiosamente quando
avaliamos a razdo CTM/CTH, observou-se que na 4* dose de G-CSF, ocorreu um aumento nessa
razdo, demonstrando um numero maior de CTM em relacdo a CTH. Este resultado nos
surpreendeu, uma vez que dados da literatura demonstram um efeito do G-CSF sobre a
mobilizacdo das CTHSs altamente eficaz para proporcionar um transplante de no minino 2 x 10°
céls/Kg (TAKEYAMA; OHTO, 2004; MENDRONE JUNIOR, 2009; KOLONIN; SIMMONS,
2009).

O G-CSF é uma citocina importante na modulacdo da producdo de outras citocinas e
fatores de crescimento (GORGEN et al., 1992; HARTUNG, 1998; SANGANALMATH et al.,
2011). Baseado nesse conhecimento da literatura e diante dos resultados observados e descritos
anteriormente, o préximo passo no presente estudo foi avaliar a producdo de citocinas nas

culturas de células tronco derivadas da medula éssea e aquelas obtidas do sangue periférico.
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Como foi demonstrado no grafico 03, interessantemente as interleucinas 2 e 4 apresentaram a
mesma cinética de producdo, tanto nas culturas de CTs de medula, quanto de sangue periférico.
Este resultado foi interessante e nos sugeriu um papel importante destas citocinas na inducéo da
proliferacdo e diferenciacdo das CTs in vitro. Bocelli-Tyndall et al. (2009) também observaram a
acdo da IL-2 na inducdo da proliferacdo de células mononucleares no sangue periférico. A IL-2
tem sido descrita como uma citocina importante na proliferacdo e diferenciacdo das CTs CD34"
(BYKOVSKAJA et al., 1998).

Dados da literatura descrevem a tendéncia das CTMs favorecerem uma resposta Th2 (LU
et al. 2009). Chen et al. (2008) demonstraram a secrecdo de IL-4 pelas CTMs in vitro. Em nosso
estudo, a presenca elevada de IL-4 na fase final da cultura pode estar relacionado com o fato das
CTMs estarem aumentadas nesta fase e, portanto liberando essa citocina no meio. Esses relatos
corroboram 0s nossos resultados, onde observamos a presenca de CTHSs no inicio do cultivo e o
aparecimento de CTMs mais na fase final como mostrado nas figuras 20, 21 e 22.

Ao contréario do observado para estas citocinas citadas anteriormente, observou-se que a
IL-6 e 0 TNF-a estdo aumentados no terceiro dia de cultura, diminuem a partir do 6° dia e voltam
a aumentar no final da cultura. Ambas citocinas apresentam caracteristicas inflamatérias e estdo
presentes no processo inicial de proliferacdo e diferenciacdo celular, como demonstrado no
remodelamento tecidual cardiaco apo6s infarto e no remodelamento de tecidos conectivos
(GADIENT et al., 1997). Liu e Hwang (2005) evidenciaram o papel essencial da IL-6
principalmente no desenvolvimento, diferenciacdo e regeneracdo de diferentes células tronco.
Haynesworth et al. (1996) reportaram a expressao constitutiva de IL-6 na fase de crescimento das
CTMs de medula 6ssea e cordao umbilical. Semelhante a agdo dessa citocina, 0 TNF-a estimula
a proliferacdo de CTMs (BOCKER et al., 2008). O mecanismo exato como isso ocorre ainda ndo

esta elucidado, mas auxilia a sugerirmos que a presenca de elevadas concentracBes de IL-6 e
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TNF-a no inicio e depois no final do cultivo seja devido a alta proliferacdo caracteristica na fase
inicial da cultura dessas células e o aumento da diferenciacdo ao final do cultivo (graficos 03 e
05). Estes resultados observados no estudo foram evidenciados pela correlagdo positiva da

producdo de IL-6 e TNF-a (grafico 06).

Outros autores demonstram ainda que 0 TNF-a ¢ uma citocina pleiotropica que tem a
capacidade de alterar a producdo de outras citocinas pelas CTMs, através da ativacdo do NF-kB
(MELDRUM, 1998). Como citado anteriormente, concomitante com a producdo de TNF-a,
observou-se aumento da producdo da IL-6. Estes dados sugerem que 0 TNF-a induz a produgio
desta citocina pelas CTMs, mesmo na auséncia de estimulos como o LPS. Este efeito foi
observado por outros autores. Markel et al. (2007) demonstraram que camundongos knockout
do receptor de TNF-a (TNFR1), em células tronco mesenquimais, tiveram aumento da produgéo
VEGF, diminui¢do do TNF-a, seguido do aumento da IL-6, quando estimulados com o proprio
TNF-o. Similarmente, estes autores observaram que quando os animais foram estimulados com
LPS, houve aumento de VEGF, diminuicdo do TNF-o e diminuigdo da IL-6, mostrando que

ocorre um sinergismo na producéo destas citocinas estimulo dependente (Markel et al., 2007).

Alguns autores sugerem que 0 aumento da producdo de citocinas pré-inflamatorias,
funcionaria como um sinal de “start” para a imunomodulagdo exercida pelas CTMs (KOC et al.,
2000; REN et al., 2008). Estes trabalhos da literatura demonstram in vitro e in vivo que as CTMs
suprimem as células T e diminuem os efeitos da Doenga do Enxerto contra o0 Hospedeiro (GvDH
do inglés Graft-versus-host disease), somente quando o IFN-y estd presente em concentragdes
suficientes para ativacdo destas células. As CTMs respondem ao IFN-y de maneira dose-
dependente in vivo, quanto maior a dose de IFN-y mais eficiente a imunossupressdo pelas CTMs.

Potian et al. (2003), analisando o perfil de citocinas das CTMs de medula éssea in vitro,
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demonstraram que essas células expressam constitutivamente IFN-y, corroborando com o achado
no nosso estudo que mostrou que essa citocina encontra-se em maior concentracdo na fase final
da cultura, de ambos os compartimentos analisados, na qual as CTMs se encontram em maior
quantidade (graficos 03 e 05). Além do perfil panoramico da producédo de citocinas, também foi
observado uma correlagdo positiva entre a producdo de INF-y e CTHs, na cultura de medula.
Apesar deste perfil ndo ter sido avaliado em relagdo as CTMs, os dados nos permitem sugerir,
que o IFN-y presente na cultura estimula as CTMs a produzirem a IL-10, como demonstrado em
nossos experimentos.

Interessantemente, observou-se que a IL-17A apresentou-se aumentada em ambas as
culturas de medula e sangue, porém a cinética foi diferente da observada para as outras citocinas
inflamatdrias anteriormente citadas. Observamos que houve um aumento gradativo e um pico na
producdo de IL-17A na fase final da cultura. Recentes estudos tem mostrado uma relacdo desta
citocina na proliferacdo e diferenciacdo de CTMs humanas, e um aumento na formacdo de
unidades formadoras de coldnias de fibroblastos em cultura, a partir de células da medula 6ssea
(HUANG et al. 2009). Isso estad de acordo com nossos resultados onde observamos a formacéo
dessas coldnias nas culturas de medula 6ssea a partir do 9° dia de cultivo (figura 21 e um
aumento gradativo de IL-17A (graficos 03, 05 e 06). Portanto, sugerimos que esse aumento de
IL-17A observado esteja relacionado com a diferenciacdo final de CTMs.

Como ¢ conhecido de outros trabalhos, as CTMs apresentam potente atividade anti-
inflamatdria independentemente do seu tecido de origem. Elas suprimem a inflamacéo através da
secrecdo de citocinas, como a IL-10 (BURDON et al., 2011). Os resultados apresentados no
nosso estudo corroboram com o descrito na literatura, pois observamos uma elevagdo na
concentracao desta citocina no final do cultivo, fase em que as CTMs encontram-se aumentadas,

possivelmente secretando a IL-10 no meio (graficos 03, 05 e 06).
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Avaliando a influéncia das doses de G-CSF na producéao de citocinas em cultura de CTHs
e CTMs tanto de medula 6ssea quanto de sangue periférico observamos que possivelmente houve
uma influéncia do nimero de doses de G-CSF administrado in vivo na producéo de citocinas in
vitro. Observamos que houve diferenca significativa na secre¢cdo de TNF-o nas culturas de
medula 6ssea entre as diferentes doses administradas, principalmente nas culturas de 5 doses de
G-CSF. No entanto, alguns estudos demonstraram o efeito contrario do G-CSF sobre esta citocina
in vivo, reduzindo a liberagdo de TNF-a pelos macrofagos (GORGEN et al., 1992). Da mesma
forma, a concentragdo de IL-6 foi estatisticamente diferente entre as culturas de medula de 22 e 52
doses. A partir destes dados pode-se sugerir que o0 G-CSF atua no aumento da proliferacdo celular
e induz a producéo de outras citocinas, como no caso da IL-6, como descrito anteriormente.

Diante do exposto no presente estudo, podemos concluir que o0 G-CSF parece modular ou
induzir a producdo de citocinas inflamatérias, que funcionariam como start para a diferenciacéo
das CTMs e estas por sua vez, iniciariam a sua transdiferenciacdo, promovendo uma

imunomodulacdo e um ambiente favoravel para sua manutencao.
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7. CONCLUSOES

O G-CSF estimula a mobilizacdo de CTs tanto na medula quanto no sangue
periférico. As CTMs e CTHSs apresentam uma cinética de mobilizacdo diferente,
sendo que ocorre de forma dose dependente;

O G-CSF parece modular ou induzir a producédo de citocinas inflamatérias e anti-
inflamatdrias, que funcionariam como “start” para a diferenciacdo das CTMs e
estas por sua vez, iniciariam a sua transdiferenciacdo e promoveriam uma
imunomodulagéo, criando um ambiente favoravel para sua manutencéo;

A correlacdo encontrada entre as citocinas TNF-a, IL-17A e IL-10 e as CTMs,
sugerem um papel importante destas citocinas no processo de diferenciacdo e

maturacdo dessas células in vitro.
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