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RESUMO 

 

 
A medula óssea é o principal local descrito como reserva de subpopulações de células-tronco 

adultas, incluindo as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e células-tronco mesenquimais 

(CTM). Diferentes fatores estimulam potencialmente a mobilização dessas células para o 

sangue periférico. O G-CSF e o AMD3100 têm demonstrado agir na interrupção do eixo de 

retenção CXCR4/SDF-1α estimulando a mobilização de CTH e CTM para a corrente 

sanguínea. O objetivo deste estudo foi avaliar a influência do G-CSF e do AMD3100 na 

mobilização de CTH e CTM para o sangue periférico e no perfil de citocinas produzidas in 

vitro por essas células. Foram utilizados 5 grupos com 09 camundongos machos, BALB-c. As 

CTH e CTM mobilizadas foram identificadas por meio de marcadores celulares específicos 

por citometria de fluxo. As amostras de CTH e CTM, de sangue periférico (SP) e medula 

óssea (MO) foram cultivadas in vitro e as citocinas foram dosadas nos sobrenadantes destas 

culturas pela técnica de citometria de fluxo CBA (Cytometric Bead Array System). As 

análises estatísticas foram realizadas com o programa GraphPad Prism 5.0. Os resultados 

demonstraram uma mobilização estatisticamente significativa de CTH nos camundongos 

tratados com PBS e que receberam 01 dose de AMD3100, e no grupo dos animais que foram 

tratados com G-CSF diariamente, por 04 dias consecutivos. Em relação às CTM, foi 

observada uma mobilização estatisticamente significativa apenas no grupo dos animais 

tratados com G-CSF. As culturas de medula óssea que receberam ou não estímulo (G-CSF) in 

vitro apresentaram células aderentes, com morfologia fibroblastóides. Nas culturas de sangue 

periférico, observou-se que as células apresentaram essa mesma morfologia quando foram 

estimuladas com G-CSF. No perfil de citocinas, houve uma maior produção de IL-6, TNF-α, 

IFN-γ e IL-10 na fase inicial do cultivo das CT que foram estimuladas com G-CSF, tanto em 

culturas da MO quanto do SP. As citocinas IL-2 e IL-4 encontraram-se mais elevadas em 

alguns grupos nas fases tardias do cultivo. IL-17A apresentou concentrações distintas, 

mantendo sua produção estável nos diferentes grupos e dias de cultivo. Dessa maneira, pode-

se sugerir que, o AMD3100 induz uma rápida mobilização de células CD34
+
 para a circulação 

e o G-CSF participa direta ou indiretamente no processo de mobilização de subpopulações de 

CT da medula óssea para o sangue periférico, na diferenciação de CTM, e no processo de 

modulação e produção de citocinas. 

  

 

Palavras-chave: Células-tronco, citocinas, medula óssea, mobilização, AMD3100. 
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ABSTRACT 

 

 
The bone marrow is the mean site described as reserve subpopulations of adult stem cells, 

including hematopoietic stem cells (HSC) and mesenchymal stem cells (MSC). Different 

factors potentially stimulate mobilization of these stem cells into peripheral blood. The G-

CSF and AMD3100 have been shown to act by disrupting CXCR4/SDF-1α retention axis, 

stimulating mobilization of HSC and MSC to the bloodstream. The aim of this study was to 

evaluate the influence of G-CSF and AMD3100 in HCS and MSC mobilization to the 

peripheral blood and in the cytokine profile produced by these cells in vitro. For this 

experiment, we were used 5 groups with 09 male mice, BALB-c. HSC and MSC were 

identified through specific cell markers by flow cytometry. The HSC and MSC samples, from 

peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) were cultured in vitro and cytokines were 

measured in supernatants of these cultures by flow Cytometry CBA (Cytometric Bead Array 

System). Statistical analyzes were performed with the GraphPad Prism 5.0. In results we 

observed the statistically significant difference in HSC mobilization in mice treated with PBS 

that received one dose of AMD3100 and the animals treated with G-CSF over 04 successive 

days. Regarding the MSC, was observed a statistically significant difference in mobilization 

only in the group of animals treated with G-CSF. In the bone marrow cultures with or without 

G-CSF stimulus we observed adherent cells with fibroblastoid morphology. In the cultures of 

peripheral blood was observed that the cells had this same morphology when they were 

stimulated with G-CSF. There was an increased production of IL-6, TNF-α, IFN-γ and IL-10 

in early cultivation of the SC stimulated with G-CSF, in the cultures of bone marrow cells and 

peripheral blood. Increased IL-2 and IL-4 cytokines was found in some groups in the late 

stage of the cultivation. IL-17A had different concentrations, maintaining a stable production 

in different groups and days of cultivation. Thus, it can be suggested that AMD3100 induces a 

rapid mobilization of CD34
+
 cells into the circulation and that G-CSF is directly or indirectly 

involved in the mobilization of stem cells from bone marrow to peripheral blood, as is 

kwown, but also in the differentiation of MSC, modulation process and production of several 

other cytokines. 

 

 

Key-words: Stem cells, cytokines, bone marrow, mobilization, AMD3100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



x 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

 
Figura 01: Principais características das células-tronco................................................. 21 

Figura 02: Classificação das células-tronco................................................................... 22 

Figura 03: Poder de diferenciação das células-tronco.................................................... 23 

Figura 04: Fatores solúveis secretados pelas CTM modulam a resposta das células 

do sistema imunológico................................................................................ 

 

27 

Figura 05: O eixo SDF-1α/CXCR4, que desempenha um papel crítico no “homing” 

e mobilização de células-tronco da medula óssea........................................ 

 

30 

Figura 06: CTH e CTM de medula óssea....................................................................... 46 

Figura 07: CTH e CTM de sangue periférico................................................................ 46 

Figura 08: Cultura Primária (P0) de células-tronco derivadas da medula óssea de 

camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias e 24 horas 

após a última aplicação foi administrado PBS............................................. 

 

 

48 

Figura 09: Cultura Primária (P0) de células-tronco derivadas da medula óssea de 

camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias e 24 horas 

após a última aplicação foi administrado G-CSF......................................... 

 

 

49 

Figura 10: Cultura Primária (P0) de células-tronco derivadas da medula óssea de 

camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias e 24 horas 

após a última aplicação foi administrado AMD3100................................... 

 

 

50 

Figura 11: Cultura Primária (P0) de células-tronco derivadas da medula óssea de 

camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias e 24 

horas após a última aplicação foi administrado PBS.................................... 

 

 

51 

Figura 12: Cultura Primária (P0) de células-tronco derivadas da medula óssea de 

camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias e 24 

horas após a última aplicação foi administrado AMD3100......................... 

 

 

52 

Figura 13: Cultura Primária (P0) de células-tronco de sangue periférico de 

camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias e 24 horas 

após a última aplicação foi administrado PBS............................................. 

 

 

53 

Figura 14: Cultura Primária (P0) de células-tronco de sangue periférico de 

camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias e 24 horas 

após a última aplicação foi administrado G-CSF......................................... 

 

 

54 

Figura 15: Cultura Primária (P0) de células-tronco de sangue periférico de 

camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas 

após a última aplicação foi administrado AMD3100................................... 

 

 

55 

Figura 16: Cultura Primária (P0) de células-tronco de sangue periférico de 

camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 

horas após a última aplicação foi administrado PBS.................................... 

 

 

56 

Figura 17: Cultura Primária (P0) de células-tronco derivadas de sangue periférico de 

camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 

horas após a última aplicação foi administrado AMD3100......................... 

 

 

57 



xi 

 

 

Figura 18: Imunofenotipagem por citometria de fluxo (%) de CTM após a 

tripsinização no último dia de cultivo celular (15º dia).  

 

58 

Figura 19: Concentração da Citocina IL-2 segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de medula óssea ...................... 

 

60 

Figura 20: Concentração da Citocina IL-4 segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de medula óssea ...................... 

 

61 

Figura 21: Concentração da Citocina IL-6 segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de medula óssea ...................... 

 

62 

Figura 22: Concentração da Citocina IL-10 segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de medula óssea ...................... 

 

63 

Figura 23: Concentração da Citocina INF-γ segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de medula óssea ...................... 

 

64 

Figura 24: Concentração da Citocina TNF-α segregada de acordo com o dia de 

Troca de Meio do sobrenadante da cultura de CT de medula óssea ............ 

 

65 

Figura 25: Concentração da Citocina IL-17A segregada de acordo com o dia de 

Troca de Meio do sobrenadante da cultura de CT de medula óssea ............ 

 

66 

Figura 26: Concentração da Citocina IL-2 segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de sangue periférico................. 

 

67 

Figura 27: Concentração da Citocina IL-4 segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de sangue periférico................. 

 

68 

Figura 28: Concentração da Citocina IL-6 segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de sangue periférico................. 

 

69 

Figura 29: Concentração da Citocina IL-10 segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de sangue periférico................. 

 

70 

Figura 30: Concentração da Citocina INF-γ segregada de acordo com o dia de Troca 

de Meio do sobrenadante da cultura de CT de sangue periférico................. 

 

71 

Figura 31: Concentração da Citocina TNF-α segregada de acordo com o dia de 

Troca de Meio do sobrenadante da cultura de CT de sangue periférico...... 

 

72 

Figura 32: Concentração da Citocina IL-17A segregada de acordo com o dia de 

Troca de Meio do sobrenadante da cultura de CT de sangue periférico...... 

 

73 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



xii 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 
Tabela 01: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para análise de 

sub-populações celulares através de moléculas de superfície .................................................. 39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiii 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

AMD3100 Antagonista do receptor CXCR4 

APC  Aloficocianina 

CBA Cytometric Bead Array 

CD Cluster of Differentiation 

CEUA Comitê de Ética no Uso Animal 

CFU-F Colony forming unit fibroblast 

CG Catepsina-G 

CT Células-tronco 

CTA Células-tronco adultas 

CTC Células-tronco cardíacas 

CTE Células-tronco embrionárias 

CTH Células-tronco hematopoiéticas 

CTM Células-tronco mesenquimais 

CTPi Células-tronco pluripotentes induzidas 

CXCR4 Chemokine Receptor Type 4 

DC Dendritic cells 

FACS Fluorescence Absorbing Cell Sorting 

FITC Isotiocianato de Fluoresceína 

G-CSF Granulocyte colony stimulating factor 

HEMOAM Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

IDO Idolamina 2,3-dioxigenase 

IFN- Interferon-gama 

IL Interleucina 



xiv 

 

 

i.p. Intra-peritoneal 

ISCT International Society for Cellular Therapy 

LH Linfoma Hodgkin 

LNH Linfoma não-Hodgkin  

MM Mieloma Múltiplo 

MHC Complexo Principal de Histocompatibilidade 

mL Mililitro 

MO Medula Óssea 

NE Neutrófilo-Elastase 

NK Natural killer 

NK-T Natural killer-T 

NO Óxido Nítrico 

PBS Solução Tamponada com Fosfato 

PBS-P Solução Tamponada com Fosfato, Albumina e Saponina 

PBS-W Solução Tamponada com Fosfato e Albumina 

PE Ficoeritrina  

PGE2 Prostaglandina E2 

PerCP Clorofilpiridina 

rpm Rotações por minuto 

SBF Soro Bovino Fetal 

SDF-1α Stromal cell-derived factor 1-alpha 

SP Sangue Periférico 

SP-SE Suspensão Celular Sem Estímulo 

TNF-α Fator de Necrose Tumoral-alfa 

TH Células T Helper 



xv 

 

 

UV Ultravioleta 

µL Microlitro 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvi 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

INTRODUÇÃO ...................................................................................................................... 18 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA .......................................................................................... 20 

2.1 Células-tronco ............................................................................................................ 20 

2.2 Classificação das células-tronco ............................................................................... 21 

2.2.1 Quanto a origem ................................................................................................ 21 

2.2.1 Quanto ao potencial de diferenciação ............................................................... 22 

2.3 Fontes de obtenção de células-tronco ...................................................................... 23 

2.4 Células-tronco derivadas da medula óssea.............................................................. 24 

2.4.1 Células-tronco hematopoiéticas (CTH) ............................................................. 24 

2.4.2 Células-tronco mesenquimais (CTM) ................................................................ 24 

2.4.2.1 Perfil imunológico das CTM ................................................................. 26 

2.5 Fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF)........................................ 27 

2.4.1 Eixo SDF-1α/CXCR4 ......................................................................................... 28 

2.6 AMD3100.................................................................................................................... 30 

3. OBJETIVOS ....................................................................................................................... 33 

3.1 Objetivo Geral ........................................................................................................... 20 

3.2 Objetivos Específicos ................................................................................................. 21 

4. MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................... 35 

4.1 Tipo de Estudo ........................................................................................................... 35 

4.2 Informações Éticas .................................................................................................... 35 

4.3 População de estudo .................................................................................................. 35 

4.4 Procedimentos ............................................................................................................ 37 

4.4.1 Fluxograma do protocolo experimental............................................................. 37 

4.5 Coleta e isolamento de células-tronco ...................................................................... 37 

4.5.1 Obtenção de células-tronco de medula óssea .................................................... 37 

4.5.2 Isolamento de células mononucleares do sangue periférico ............................. 38 

4.6 Imunofenotipagem ex vivo das células-tronco ........................................................ 39 

4.7 Cultura in vitro das células-tronco ........................................................................... 40 

4.8 Dissociação enzimática das células-tronco mesenquimais ..................................... 41 

4.9 Dosagem das citocinas do sobrenadante da cultura celular .................................. 42 



xvii 

 

 

4.10 Análise estatística..................................................................................................... 42 

5. RESULTADOS ................................................................................................................... 44 

5.1 Efeitos da administração do G-CSF e/ou AMD3100 .............................................. 44 

5.2 Fotomicroscopia de culturas in vitro de células-tronco de medula óssea e sangue 

periférico  ......................................................................................................................... 47 

5.3 Caracterização das CTM .......................................................................................... 58 

5.4 Cinética de produção de citocinas pelas células-tronco durante os dias de cultura 

in vitro  .............................................................................................................................. 59 

6. DISCUSSÃO ....................................................................................................................... 75 

CONCLUSÃO ......................................................................................................................... 82 

REFERÊNCIAS...................................................................................................................... 84 

APÊNDICE: Parecer do Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal 

do Amazonas (CEUA-UFAM) ............................................................................................... 95 

ANEXO: Artigo ...................................................................................................................... 97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introdução 
 

 



Introdução 

 

 

 

19 

INTRODUÇÃO 

 

As células-tronco (CT) tem aberto uma nova era em terapias baseadas em células. 

Possuem como características principais a auto-renovação (proliferação) e diferenciação em 

diversas linhagens celulares. Atualmente as CT podem ser classificadas em células-tronco 

embrionárias (CTE), que são isoladas a partir da massa celular interna de blastocistos, e 

células-tronco não embrionárias, que incluem as células tronco do sangue do cordão umbilical 

e as células-tronco adultas (CTA), encontradas em vários tecidos (ADEGANI et al., 2013). 

As CTA são denominadas de pluripotentes por possuírem uma capacidade mais 

limitada de diferenciação celular do que as CTE. Estas células residem dentro dos 

órgãos/tecidos adultos específicos, e desempenham um papel crucial na regeneração e auto-

renovação tissular (NELSON et al., 2009).  

A medula óssea é a principal fonte para obtenção de células-tronco adultas. É um 

tecido complexo que alberga diferentes sub-populações de CT, e pelo menos duas principais e 

diferentes populações de CTA já foram identificadas e bem caracterizadas, as células-tronco 

hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais (CTM) (HAWKINS et al., 2013). 

A aplicação dessas sub-populações de CT com fins terapêuticos, seja na regeneração 

de tecidos, em doenças auto-imunes ou em doenças crônico-degenerativas, tem sido 

amplamente utilizada. No entanto, existem complicações tanto práticas quanto técnicas 

associadas ao isolamento, colheita e expansão ex vivo dessas células (REN et al., 2010).   

Uma estratégia alternativa para a terapia de células progenitoras da medula óssea é 

estimular a mobilização dessas células da medula óssea para circulação periférica, através de 

agentes mobilizadores, e assim, contornar esses problemas. O estabelecimento de uma 

metodologia de isolamento de CTH e CTM de sangue periférico é bastante atraente, por tal 

procedimento garantir uma fonte dessas células que não requer um método invasivo como 

extração de medula óssea (BREHM; ZEUS; STRAUER, 2002). 

Dessa maneira, este estudo propõe avaliar a mobilização de CTH e CTM para o 

sangue periférico a partir de agentes mobilizantes peptídicos e não peptídicos, e o possível 

efeito imunomodulador do G-CSF e do AMD3100 sobre o perfil de citocinas produzidas in 

vitro. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Células-tronco 

 

O termo “células-tronco” surgiu na literatura científica no ano de 1868, a partir do 

biólogo alemão Ernst Haeckel, um grande defensor da Teoria da Evolução proposta por 

Darwin. Sua pesquisa foi baseada em desenhos de árvores filogenéticas para representar a 

evolução dos organismos por descendência de ancestrais comuns, as quais denominou de 

“árvores genealógicas” (Stammbäume, termo utilizado em alemão para stem trees ou family 

trees). Utilizou o termo células-tronco (em alemão, Stammzelle) para descrever um organismo 

unicelular ancestral do qual presumiu que todos os organismos multicelulares evoluíram. 

Posteriormente efetuou um salto da evolução (filogenia) à embriologia (ontogenia), propondo 

que a célula fertilizada também poderia ser chamada de célula-tronco. Dessa maneira, 

Haeckel utilizou a nomenclatura de células-tronco em dois sentidos: representando o ancestral 

unicelular comum de todos os organismos multicelulares e como o óvulo fertilizado que dá 

origem a todas as células do organismo (STAUFFER, 1957). 

Nessa época, especificamente na área da hematopoese, surge à investigação sobre a 

existência de um precursor comum para os vários tipos de células sanguíneas, e a teoria 

proposta para o termo células-tronco se confirma, consolidando a ideia e observação de que 

todas as células do sangue se originam de uma única célula precursora na medula óssea 

(MCCULLOCH; TILL, 1963). Posteriormente, com o interesse crescente da comunidade 

científica pelo assunto, pesquisas evidenciaram que esse nicho de células progenitoras não é 

exclusivo da medula óssea, existindo células-tronco residentes em quase todos os órgãos e 

tecidos do corpo (ILIC; POLAK, 2011). 

Essas células denominadas de tronco (CT) são definidas como indiferenciadas e não 

especializadas. Possuem três características principais (Figura 01) que as diferenciam das 

demais células (JACOBS et al., 2013):  

 

i) capacidade de auto-renovação, por divisão simétrica ou assimétrica, com habilidade 

de gerar no mínimo uma célula-filha com características similares às da célula mãe;  

ii) capacidade de uma única célula de se diferenciar em múltiplas linhagens celulares, 

e; 

iii)  capacidade de reconstituir funcionalmente, in vivo, um tecido lesado. 
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Figura 01: Ilustração das principais características das células tronco: i) Auto renovação; ii) Poder de 

diferenciação; iii) Comprometimento morfológico e funcional com um tecido/órgão específico. 

Fonte: Adaptado de http://www.allthingsstemcell.com/wp-content/uploads/2009/07/StemCell.png 

 

Atualmente existem diversas sub-populações de células-tronco descritas, incluindo: 

células-tronco hematopoiéticas (CTH) (ABDELHAY et al., 2009), células-tronco 

mesenquimais (CTM) (CHEN et al., 2004), células progenitoras endoteliais (CPE) 

(KATRITSIS et al., 2005), células-tronco embrionárias (CTE) (LAFLAMME et al., 2007), e 

mais recentemente as células-tronco pluripotentes induzidas (iCTP)  e células-tronco 

cardíacas (CTC) (VAN LAAKE et al., 2010). 

 

2.2 Classificação das células-tronco 

 

2.2.1 Quanto a origem 

 

De acordo com a origem, as CT podem ser classificadas em: células-tronco 

embrionárias (CTE), que são isoladas a partir da massa celular interna de blastocistos, 

resultante da divisão celular do ovulo fertilizado (zigoto) e que podem dar origem a qualquer 

tipo de célula ou de tecido que compõe o embrião (ROBEY, 2000), e células-tronco não-

embrionárias (células tronco presentes no sangue de cordão umbilical e células tronco adultas 

ou somáticas, que residem dentro dos órgãos/tecidos adultos específicos, ambas com 

capacidade mais limitada de diferenciação celular do que as CTE) (Figura 02) (ADEGANI et 

al., 2012). 

http://www.allthingsstemcell.com/wp-content/uploads/2009/07/StemCell.png
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Figura 02: Ilustração da classificação das células-tronco em embrionárias e não-embrionárias (células-tronco de 

cordão umbilical e células-tronco adultas ou somáticas). 

Fonte: Adaptado de http://www.nature.com/scitable/content/embryonic-and-somatic-stem-cells-as-a-27447. 

 

2.2.2 Quanto ao potencial de diferenciação 

 

Dependendo da capacidade de diferenciação, as CT podem ser classificadas em 

totipotentes, plutipontentes, multipotentes ou até mesmo unipotentes (Figura 03). Nos 

mamíferos, a totipotência (poder máximo de diferenciação) só é exibida pela massa celular 

interna do blastocisto durante a embriogênese, em outras palavras, uma célula que pode se 

desenvolver em qualquer tipo celular, sendo conhecida como células-tronco embrionárias 

(SZARDIEN et al., 2012). As pluripotentes têm a habilidade de originar as células dos três 

folhetos embrionários (ectoderma, endoderma e mesoderma), ou seja, qualquer célula do 

organismo, mas são incapazes de gerar um novo indivíduo.  As multipontentes, que podem 

originar quatro ou mais linhagens celulares, e por fim, as unipotentes, que são comprometidas 

com um tipo específico de linhagem celular (VERFAILLIE; PERA; LANSDORP, 2002). 

O comando que determina com que a célula-tronco se diferencie em determinado 

tecido específico, como fígado, osso ou sangue por exemplo, ainda não foi elucidado. Porém, 

existem substâncias ou fatores de diferenciação que quando são colocadas em culturas de 

células tronco in vitro, determinam que elas se diferenciem no tecido esperado (KRAMPERA 

et al., 2006). 

http://www.nature.com/scitable/content/embryonic-and-somatic-stem-cells-as-a-27447
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Figura 03: Ilustração das células-tronco quanto ao poder de diferenciação em: totipotentes, plutipotentes e 

multipotentes. 

Fonte: Adaptado de NERVI; LINK; DIPERSIO, 2006. 

 

2.3 Fontes de obtenção de células-tronco 

 

Considera-se como célula embrionária aquela que constitui a massa interna do 

blastocisto (embrioblasto) e que pode ser removida e cultivada em laboratório. Atualmente, 

não há estudos de terapia celular utilizando as CTE em humanos. Contudo, estas representam 

uma fonte extraordinária de células, com aplicação potencial em inúmeras doenças (DALEY; 

GOODELL; SNYDER, 2003). 

Para as CTA, as três principais fontes acessíveis autólogas ou alogênicas utilizadas na 

clínica médica são derivadas da medula óssea e tecidos, sanguíneo e adiposo, e mais 

recentemente, alguns estudos têm demonstrado eficiência no isolamento de CT de sangue de 

cordão umbilical logo após o nascimento para fins terapêuticos (LI; CAI, 2012). 

A medula óssea é a principal fonte para obtenção de células-tronco para estudos 

clínicos e pré-clínicos. É um tecido complexo que alberga diferentes tipos e subpopulações de 

CT, também conhecidas como células progenitoras. Pelo menos duas principais e diferentes 

populações de células-tronco adultas já têm sido amplamente estudadas e foram identificadas 

na medula óssea: as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais 
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(CTM). No entanto, já se sabe que existem outras subpopulações de CT residentes na medula 

óssea, como as endoteliais e progenitoras osteogênicas (MÉNDEZ-FERRER et al., 2010). 

 

2.4  Células-tronco derivadas da medula óssea 

 

2.4.1 Células-tronco hematopoiéticas (CTH) 

 

As células-tronco hematopoiéticas são essenciais para a geração e homeostasia do 

sistema sanguíneo. Elas dão origem a todos os tipos de células sanguíneas, incluindo 

linfócitos, eritrócitos, monócitos, granulócitos e plaquetas (KONDO; WEISSMAN; AKASHI, 

1997; AKASHI et al., 2000). Embora recentemente tenham surgido evidências de que as CTH 

também têm a capacidade de se diferenciarem em outras linhagens celulares não 

hematopoiéticas (MENDRONE, 2009).  

As CTH são de fácil obtenção, uma vez que são células residentes na medula óssea (1 

em 10
4
 à 1 em 10

8
 de células nucleadas da medula óssea), que podem ser aspiradas 

diretamente ou estimuladas a mover-se para corrente do sangue periférico, onde podem ser 

facilmente recolhidas (LI; WU, 2011). 

A identificação é possível com razoável precisão, uma população de células esperadas 

à serem células-tronco hematopoiéticas. Essa identificação é proporcionada pela presença de 

determinados marcadores de superfície e ausência de outros. Dentre os marcadores descritos, 

o CD34
+
 é o que encontra um amplo uso clínico, e é expresso nas diversas CTH provenientes 

da medula óssea, do sangue periférico, do sangue de cordão umbilical e do fígado fetal. 

Embora não seja uma molécula que defina especificamente a CTH, os dados descritos 

sugerem que a CTH está contida numa população de células CD34
+
 (ABDELHAY et al., 

2009).  

 

2.4.2 Células-tronco mesenquimais (CTM) 

 

A existência de células precursoras não hematopoiéticas na medula óssea foi descrita 

por Friedenstein, na década de 60 (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-SHAPIRO; 

PETRAKOVA, 1966).  Desde a sua descrição original, estas células receberam diferentes 

nomes. Inicialmente foram chamadas de unidades formadoras de colônias fibroblastóides 

(CFU-F, do inglês colony forming unit fibroblast), devido à capacidade de aderir ao plástico 
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das garrafas de cultivo e formar colônias de células semelhantes aos fibroblastos (OWEN; 

FRIEDENSTEIN, 1988). Também foram denominadas células-tronco mesenquimais, pois 

diferenciavam-se em tipos de células não hematopoiéticas, e por fim, foram denominadas de 

células estromais da medula óssea, porque pareciam originar-se das estruturas de suporte da 

medula óssea (CAPLAN, 1991). Em 2005, a sociedade internacional para terapia celular 

(ISCT – do inglês, International Society for Cellular Therapy) sugeriu a nomenclatura de 

células mesenquimais estromais multipotentes.  

As células-tronco mesenquimais (CTM) são multipotentes, com capacidade de auto- 

renovação e diferenciação. Estão distribuídas em uma ampla variedade de tecidos e podem ser 

isoladas a partir de tecidos adultos, incluindo a medula óssea (MO), sangue do cordão 

umbilical, músculo esquelético e tecido adiposo (JIN et al, 2013). As CTM se diferenciam 

não apenas em células da linhagem mesodérmica, mas também em células das linhagens 

endodermica e ectodermica, tais como osso, gordura, cartilagem, cardiomiócitos, células 

endoteliais, células epiteliais do pulmão, neurónios, hepatócitos e ilhotas pancreáticas (LI; 

IKEHARA, 2013). 

As CTM possuem as características de aderência às superfícies plásticas em cultura e 

de expressão ou não de antígenos específicos de superfície, como CD73+/ CD90+/ CD105+, 

CD34-/ CD45- (TROUNSON et al., 2011). Promovem a reparação de tecidos, estimulam a 

proliferação e diferenciação de células progenitoras de tecidos endógenos, e diminuem as 

reações inflamatórias e imunológicas (REN et al., 2010). Além disso, são facilmente 

acessíveis e não há complicações éticas quando aplicadas em terapias celulares (TAO et al., 

2010). 

Estudos já demonstraram que as CTM são capazes de se diferenciar em osteoblastos, 

adipócitos, condrócitos, células musculares e células do estroma de sustentação da 

hematopoese em condições específicas (PITTENGER et al., 1999). Posteriormente, foi 

demonstrado que é possível também a diferenciação de CTM em células do tecido nervoso, 

células musculares lisas, periócitos e cardiomiócitos (BARRY; MURPHY, 2004). 

Dessa forma, o interesse no estudo das CTM vem crescendo exponencialmente nos 

últimos anos, devido a esse alto potencial na regeneração de tecidos e órgãos lesados e sua 

capacidade de auto renovação, mantendo a capacidade de diferenciação, como demonstram os 

estudos clínicos e pré-clínicos (CAPLAN; BRUDER, 2001). 
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2.4.2.1 Perfil imunológico das CTM 

 

Crescentes evidências demonstram que CTM apresentam potentes propriedades 

imunomoduladoras. Por exemplo, na retenção de células dendríticas (DC, do inglês dendritic 

cells) em um estado imaturo por inibição da expressão de moléculas de MHC de classe II e 

moléculas co-estimuladoras CD1-α, CD40, CD80 e CD86. Através da supressão da produção 

de citocinas pró-inflamatórias e aumento de citocinas que regulam a resposta imunológica 

(MA et al., 2014).  

Na resposta imune adaptativa, as moléculas de MHC de classe II podem ativar as 

células T, no entanto, na ausência ou baixa expressão de moléculas co-estimuladoras, que é o 

segundo sinal necessário para esta ativação, as células T entram em estado não responsivo de 

anergia. Desta maneira, o fenótipo observado em CTM é considerado não-imunogênico e 

sugere que, estas células induzem a tolerância imunológica, inibindo a ativação e a 

proliferação de várias células do sistema imunológico do hospedeiro (JAVAZON; BEGGS; 

FLAKE, 2004). 

Além do contato célula-célula, outro mecanismo pelas quais as CTM exercem seus 

efeitos imunossupressores é pela secreção de diversos fatores solúveis (YAGI et al., 2010) 

(Figura 05). As CTM influenciam a atividade imune dos linfócitos T e B, células “natural 

killer” (NK), células dendriticas (DC), macrófagos e neutrófilos, suprimindo através da 

secreção de fatores solúveis como TGF-β1, HGF, oxido nítrico (NO), idolamina 2,3-

dioxigenase (IDO) e prostaglandina E2 (PGE2) ou estimulando através da secreção das 

citocinas IL-1 e IL-6 (NASEF et al., 2007; ENGLISH et al., 2007; BASSI et al., 2012). 
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Figura 05: Diversos fatores solúveis secretados pelas CTM modulam a resposta das células do sistema 

imunológico. 

Fonte: Adaptado de Bassi et al., 2012. 

 

2.5  Fator estimulador de colônia de granulócitos (G-CSF) 

 

O Fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF – do inglês, Granulocyte 

Colony Stimulating Factor) é uma citocina hematopoiética que regula a proliferação, 

diferenciação e sobrevivência de células progenitoras mielóides e desempenha um importante 

papel na regulação e produção normal de granulócitos frente a resposta contra as infecções 

(SZARDIEN et al.,  2012). 

Apenas duas em cada 100 mil células mononucleares do sangue periférico são CTH.  

Para se coletar um número suficiente de CT do sangue periférico que garanta enxertia 

medular em um transplante autogênico ou alogênico, as CT devem ser recrutadas da medula 

óssea para a circulação. Este processo, habitualmente denominado mobilização, pode ser 

induzido através da administração de fatores de crescimento hematopoéticos, como o G-CSF, 

que é utilizado como tratamento-ouro (gold-standard) na mobilização de células-tronco 

derivadas da medula óssea em transplantes No entanto, outras quimiocinas e/ou moléculas 
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quimioatraentes surgiram como chave para produção de agentes de mobilização de células-

tronco derivadas da medula óssea, que apresentam uma rápida cinética de mobilização 

(BROXMEYER, 2005). 

O G-CSF permanece como o agente mais comumente utilizado para mobilização de 

CTH na clínica, no entanto outros agentes quimiotáticos estão em desenvolvimento, pois 

vários estudos demonstram que o uso do G-CSF promove efeitos colaterais para pacientes. 

Dessa forma, mecanismos têm sido propostos para explicar como esta citocina afeta as 

alterações funcionais no interior da medula óssea, e novos medicamentos têm sido propostos 

para mobilização de células progenitoras hematopoéticas, os quais incluem a promoção da 

expansão de granulócitos, a atenuação de proteases e moléculas de adesão e a interrupção do 

eixo SDF-1α/CXCR4 (CASHEN et al., 2008; ALEXANDER et al., 2011). 

 

2.5.1 Eixo SDF-1α/CXRC4 

 

As quimiocinas são citocinas pró-inflamatórias quimiotáticas, que se ligam a 

receptores específicos acoplados a proteínas G, em um complexo que envolve 7 domínios 

glicoprotéicos transmembranares em células-alvo (RATAJCZAK et al., 2012).  

A quimiocina SDF-1α (do inglês, stromal cell-derived factor 1-alpha) foi identificada 

pela primeira vez no sobrenadante de células estromais da medula óssea. Mais tarde, foi 

demonstrado ser expressa constitutivamente em concentrações elevadas por osteoblastos, 

células endoteliais e reticulares que estão espalhadas por todo o nicho medular. Essa 

quimiocina é produzida principalmente por células do nicho medular, incluindo osteoblastos. 

É um dos fatores mais importantes envolvido na proliferação e suporte estromal. A retenção 

das células dentro do microambiente da medula óssea depende de interações entre moléculas 

de adesão, como as integrinas VLA- 4 e VLA-5 e o proteoglicano CD44 (RANKIN, 2012). 

Em contraste com muitos receptores de quimiocina, alguns estudos sugerem que o 

SDF-1α ativa somente o receptor CXCR4 (do inglês, chemokine receptor type 4), que é 

expresso não apenas por uma grande variedade de leucócitos, mas também em células fora do 

sistema imunológico, por exemplo, no sistema nervoso central. A interação entre o SDF-1α 

com seu receptor CXCR4 parece estar diretamente envolvido no tráfego de leucócitos, 

“homing” e retenção de células-tronco hematopoiéticas (CD34
+
) na medula óssea e na 

hematopoese fetal (ROSENKILDEM et al., 2004). 
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Alguns estudos têm demonstrado que a ligação da quimiocina com seu receptor 

específico (SDF-1α/CXCR4) pode apresentar uma importante estratégia terapêutica na 

engenharia tecidual. Isso porque durante alguma dano tecidual, as células do órgão lesado 

apresentam uma alta expressão de SDF-1α, o que provoca uma elevação nos níveis dessa 

quimiocina, ocasionando o recrutamento e retenção local de células CD34
+
 através da atração 

quimiotática pelo gradiente de SDF-1α (DONAHUE et al., 2009). 

Lévesque e colaboradores (2002) descreveram em um estudo murino experimental que 

o G-CSF induz a liberação de enzimas proteolíticas, como a neutrofilo-elastase (NE) e a 

catepsina-G (CG) após sua administração. Estas enzimas atuam clivando várias moléculas 

responsáveis pela retenção de CTH da medula óssea, incluindo a VCAM-1, SDF-1α, CXCR4 

e c-kit. O G-CSF também tem mostrado reduzir a expressão de RNAm do gene SDF-1α e 

inibir a atividade dos osteoblastos, levando a uma diminuição nos níveis de SDF-1α, e 

promovendo uma menor retenção dessas células no nicho medular. Em contra partida, o 

AMD3100 demonstrou agir de forma competitiva na ligação com o receptor CXCR4, inibindo 

a ligação do SDF-1α ao seu receptor cognato CXCR4 (Figura 05). 
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Figura 05: a) O eixo SDF-1α/CXCR4, que desempenha um papel crítico no “homing” e mobilização de células-

tronco da medula óssea. A perturbação desse eixo com o inibidor competitivo AMD3100 resulta em uma rápida 

mobilização de células-tronco medulares para o sangue periférico. 

Fonte: Adaptado de NERVI; LINK; DIPERSIO, 2006. 

 

2.6  AMD3100 

 

O AMD3100 (Plerixafor
®

) é um protótipo antagonista não peptídico do receptor 

CXCR4. O composto foi descoberto como um agente anti-HIV muito antes de se perceber que 
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funcionava, através do bloqueio específico que inibe a ligação do SDF-1α ao seu receptor 

CXCR4. Durante o desenvolvimento do AMD3100, descobriu-se que o composto aumenta a 

contagem de glóbulos brancos no sangue e, mais importante, que o composto é capaz de 

mobilizar células progenitoras da medula óssea (ROSENKILDE et al., 2004). 

Dados posteriores revelaram que a utilização de anticorpos neutralizantes contra o 

CXCR4 ou SDF-1α reduziu a saída de células progenitoras murinas do microambiente 

medular, levantando a hipótese que níveis de SDF-1α produzidos e liberados para circulação a 

partir de células do estroma medular poderia ser um mecanismo fundamental para saída do 

estado estacionário e uma rápida mobilização de células progenitoras hematopoiéticas (DAR 

et al., 2011). 

A partir dessa observação estudos demonstraram que o AMD3100 bloqueia de forma 

reversível a interação entre o receptor de quimiocina CXCR4 com o SDF-1α, levando ao 

desenvolvimento de novas estratégias de mobilização e de uma melhor compreensão dos 

processos de saída e entrada das células hematopoiéticas do microambiente da medula óssea 

(LAROCHELLI et. al, 2006).  

Dessa maneira, o AMD3100 é o mais promissor agente de mobilização de CT em 

desenvolvimento clínico atualmente. Apresenta um pico de mobilização de células CD34
+
 da 

medula óssea para a corrente sanguínea de minutos a horas após a sua administração, em 

contrapartida ao G-CSF, que necessita aproximadamente entre 4 a 6 dias de administração 

para alcançar resultados semelhantes (HONG et al., 2012). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a influência do G-CSF e do AMD3100 na mobilização de células-tronco 

derivadas da medula óssea de camundongos e no perfil de citocinas induzidas por estes 

mediadores em cultura primária.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito do G-CSF e/ou AMD3100 na mobilização de células-tronco da 

medula óssea para o sangue periférico de camundongos previamente tratados com 

PBS ou G-CSF;  

 Caracterizar as subpopulações de células-tronco através de marcadores de superfície 

em aspirado de medula óssea e sangue periférico; 

 Analisar o perfil de citocinas no sobrenadante de cultura de células-tronco derivadas 

da medula óssea e sangue periférico, estimuladas ou não com G-CSF. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Tipo de Estudo 

 

Este estudo se caracteriza por uma pesquisa com experimentação em modelo animal 

de laboratório, no qual foi testado o efeito do GCS-F e/ou do AMD3100 em camundongos 

previamente tratados com PBS ou G-CSF, para avaliar a mobilização de sub-populações de 

células-tronco da medula óssea para o sangue periférico e produção de citocinas em cultivo 

celular. 

 

4.2 Informações Éticas 

 

O presente estudo foi submetido à Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal do Amazonas (CEUA-UFAM) e respeitou os princípios de cuidados 

com animais de laboratório de acordo com a lei nº6638 da Republica Federativa do Brasil de 

08 de maio de 1979, que trata de normas para as práticas didático-científico da vivissecção de 

animais. 

 

4.3 População de Estudo 

 

Para este estudo foram utilizados 45 camundongos machos BALB/c com 3-4 semanas 

de vida, provenientes do Biotério da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto - 

USP. Esses camundongos foram mantidos em estantes e gaiolas apropriadas, alimentados 

com ração padrão e água, com controle de luz (ciclos de 12 horas), temperatura e umidade, no 

Biotério da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). O experimento foi constituído por 

05 grupos experimentais, com 09 camundongos cada, organizados da seguinte forma: 

 

 Grupo PBS + PBS (n = 09) (controle negativo) 

 

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com PBS (160µl i.p.) 

durante 04 dias. 24 horas após a última injeção foi administrado nos camundongos o mesmo 

volume do tratamento diário de PBS, por via intraperitoneal. Após 60 minutos foram 

coletados o sangue periférico e medula óssea dos animais. 
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 Grupo PBS + G-CSF + (n = 09) 

 

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com PBS (160µl i.p.) 

durante 04 dias. 24 horas após a última injeção foi administrado o G-CSF (Filgrastine
®

), na 

dose de 200 μg/kg (VILAS-BOAS et al., 2006), por via intraperitoneal. Após 60 minutos 

foram coletados o sangue periférico e a medula óssea dos animais. 

 

 Grupo PBS + AMD3100 + (n = 09) 

 

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com PBS (160µl i.p.) 

durante 04 dias. 24 horas após a última injeção foi administrado o AMD3100 (Plerixafor
®

), 

na dose de 5 mg/kg (PITCHFORD et al., 2009), por via intraperitoneal. Após 60 minutos 

foram coletados o sangue periférico e medula óssea dos animais. 

 

 Grupo G-CSF + PBS (n = 09) 

 

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com G-CSF (200 μg/kg i.p.) 

durante 04 dias. 24 horas após a última injeção foi administrado 160µl de PBS, por via 

intraperitoneal. Após 60 minutos foram coletados o sangue periférico e medula óssea dos 

animais. 

 

 Grupo G-CSF + AMD3100 (n = 09) 

 

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com G-CSF (200 μg/kg i.p.) 

durante 04 dias. 24 horas após a última injeção foi administrado nos camundongos AMD3100 

(Plerixafor
®

), na dose de 5 mg/kg, por via intraperitoneal. Após 60 minutos foram coletados o 

sangue periférico e medula óssea dos animais. 
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4.4 Procedimentos 

 

4.4.1 Fluxograma do protocolo experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                      

 

 

                                                                                 

              Medula Óssea                  Sangue Periférico  

 

  

 

              

 

            

 

 

4.5 Coleta e isolamento de células-tronco 

 

4.5.1 – Obtenção de células-troncos de medula óssea 

 

Os camundongos foram tratados por quatro dias consecutivos com solução tamponada 

com fosfato (PBS - 160µl i.p.) ou G-CSF, na dose de 200 μg/kg, por via intraperitoneal (i.p.) 

em intervalos de 24 horas. No quinto dia, 24 horas após a ultima aplicação, foi administrado 

nos grupos PBS (160µl i.p.), G-CSF (200 μg/kg i.p.) ou AMD3100 (5 mg/Kg i.p.). 60 

minutos após a última aplicação, foram retirados 3mL de sangue periférico dos animais (pool 

de 03 animais, com n=9 por grupo) com pipeta Pasteur heparinizada através do plexo ocular 

Células da medula óssea e células do 

sangue periférico isoladas por 

gradiente de Ficoll-Hypaque
TM

 

foram estimuladas ou não com G-

CSF em cultura celular. As citocinas 

do sobrenadante foram quantificada 

por Citometria de Fluxo – CBA. 

PBS (160µl) ou G-CSF  

(200 μg/kg i.p.) 

diariamente por 4 dias 

Administração de PBS (160µl i.p.),  

G-CSF (200 μg/kg i.p.) ou AMD3100  

(5 mg/kg i.p.) 

 

(AMD3100 5mg/Kg) ou PBS 

Coleta de sangue para 

análise de subpopulações 

de células tronco por 

citometria de fluxo 

 60 minutos       

 

MO + PBS 1x 
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para realização da imunofenotigem ex vivo das células progenitoras na circulação e para 

cultura celular. 

Após a coleta de sangue periférico, os animais foram eutanasiados por deslocamento 

da coluna cervical. Para a coleta da medula óssea, o fêmur esquerdo de cada animal foi 

retirado por procedimento cirúrgico. O mesmo foi lavado em placa de Petri com PBS estéril e 

as epífises foram cortadas, possibilitando a entrada da agulha da seringa de 1mL, na cavidade 

medular e injeção de 1mL de PBS estéril para a retirada das células (pool de 03 animais, com 

n=9 por grupo). O lavado foi coletado em tubo de fundo cônico de 15mL estéril. Após a 

coleta, a medula óssea foi centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos a 18-20
o
C. A medula óssea 

foi processada dentro da capela de fluxo laminar nivel II. O sobrenadante foi descartado e o 

pellet de células foi ressuspendido em 2mL de PBS estéril. Da suspensão celular obtida, uma 

alíquota foi separada para a contagem através do hemocitômetro (SYSMEX, modelo XT-

2000i). Diante do número de células foi feito o plaqueamento nas placas de cultivo. 

 

4.5.2 – Isolamento de células mononucleares do sangue periférico 

 

O sangue coletado foi processado dentro da capela de fluxo laminar nível II, 

previamente desinfectado com álcool a 70% e depois por 15 minutos com ultravioleta (UV) 

ligada. Uma alíquota do sangue periférico foi separada para citometria de fluxo e o restante 

foi utilizado para o isolamento das células mononucleares por gradiente de Ficoll-Hypaque
TM

, 

volume a volume (sangue/Ficoll) em tubo de fundo cônico de 15mL estéril. Este foi 

centrifugado a 2000 rpm por 30 minutos, a 18-20
o
C e sem freio.  

Em seguida, o anel formado de células mononucleares (“papa” de leucócitos) foi 

cuidadosamente coletado com micropipeta de 200μL e transferido para outro tubo de fundo 

cônico de 15mL. Esse anel de células foi ressuspendido em 1mL de PBS estéril e centrifugado 

a 1200 rpm por 10 minutos a 18-20
o
C com freio. O sobrenadante foi desprezado e o pellet de 

células foi ressuspendido mais uma vez em 1mL de PBS estéril para ser centrifugado a 

1200rpm por 10 minutos a 18-20
o
C com freio. Em seguida, o pellet de células foi 

ressuspendido em 2mL de PBS estéril e homogeneizado. Uma alíquota dessa suspensão foi 

separada para realização da contagem de células através do hemocitômetro (SYSMEX, modelo 

XT-2000i). Diante do número de células foi feito o plaqueamento nas placas de cultivo. 
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4.6 Imunofenotigem ex vivo das células-tronco 

 

A caracterização morfométrica e imunofenotípica de subpopulações de células tronco 

mobilizadas para o sangue periférico e da medula óssea dos camundongos foram feitas por 

citometria de fluxo. A primeira etapa da citometria consistiu na marcação das células com 

anticorpos monoclonais que se fixaram nas moléculas de superfície das células tronco. Esses 

anticorpos são marcados com fluorescência e estas são captadas pelo citômetro de fluxo. 

Nesse estudo foi utilizado, tanto para o sangue quanto para medula, o seguinte painel de 

anticorpos monoclonais marcados e divididos em 03 tubos:  

 

Tabela 01: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para análise 

de sub-populações celulares através de marcadores de superfície. 

 
Anticorpos Fluorocromo Fabricante Lote 

T
U

B
O

 

C
N

 

----- ----- ----- ----- 

T
U

B
O

 

C
T

H
 Anti-CD34 PE BD

®
 53197 

Anti-CD45 PercP BD
®

 60517 

T
U

B
O

 

C
T

M
 Anti-CD14 FITC BD

®
 24790 

Anti-CD73 PE BD
®

 69192 

Anti-CD90 PercP BD
®

 51139 

 Anti-CD105 APC BD
®

 5100528058 

 

Para as CTH, foi utilizado um tubo com 10µL dos anticorpos anti-CD34 e anti-CD45 e 

em seguida adicionado 100µL da amostra do sangue periférico ou de medula óssea. Para as 

CTM, foi utilizado um segundo tubo, com 2µL dos anticorpos anti-CD14, anti-CD73, anti-

CD90 e anti-CD105, e em seguida adicionado 100µL da amostra do sangue periférico ou de 

medula óssea. Os tubos foram homogeneizados e incubados por 30 minutos, ao abrigo da luz 

e a temperatura ambiente. Após essa etapa de marcação, foi adicionado, em cada tubo, 2mL 

da solução de lise de hemácias (FACS™ Lysing solution, BD
®
 Biosciences San Jose, CA, 

USA) diluída 10x em água destilada (1x). Os tubos foram homogeneizados e incubados por 
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mais 10 minutos, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Passada essa incubação, os tubos 

foram centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e 

acrescentado sobre as células 2mL de PBS-wash 1X (solução tamponada com fosfato com 

0,5% de albumina bovina), para serem lavadas e em seguida novamente homogeneizadas e 

centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. Após essa centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado e adicionado 300μL de PBS-wash 1X. A leitura foi realizada no Citometro de 

Fluxo FACSCalibur
®

 (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da Fundação 

HEMOAM. 

Para a identificação morfométrica e imunofenotípica das células tronco 

hematopoiéticas e mesenquimais foi utilizado o programa FlowJo (versao 9.4). Foram 

utilizados “gates” para a seleção das populações de interesse em gráficos que combinaram 

características morfológicas com características imunofenotípicas das células identificadas 

pelo uso dos anticorpos monoclonais marcados com as fluorescências descritos acima.  

Para identificação das CTM foi feito primeiramente um gráfico de SSC x CD90 e uma 

“gate” na região CD90
+
 cujo marcador é expresso pelas CTM. Em seguida, foram excluídas 

as células CD14
+
 e por fim foram selecionadas as células duplo marcadas com CD105

+
 e 

CD73
+
. As CTH foram caracterizadas primeiramente pela expressão de CD45

+
 utilizando-se 

gráficos de SSC x CD45
+
, em seguida foram selecionadas as células CD34

+
 com pouca 

granulosidade em gráfico de SSC x CD34
+
. O passo seguinte foi identificar as células com 

baixa expressão de CD45
+
 e selecionar as células com tamanho e granulosidade baixos.  

Após a identificação e quantificação das CTM e CTH foram geradas tabelas com 

todos os percentuais e quantitativos das subpopulações de interesse para posterior análise 

estatística. 

 

4.7 Cultura in vitro das células-tronco 

 

O plaqueamento das células foi feito em placas de cultivo de 12 poços (TPP - Techno 

Plastic Products in Trasadingen, Switzerland), a partir das células da medula óssea e células 

mononucleares isoladas do sangue periférico. As células foram plaqueadas em 2mL de meio 

IMDM (Iscove`s Modified Dulbecco`s Medium) (Gibco
TM

 Invitrogen, NY, USA) suplementado 

com 15% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco
TM

 Invitrogen, NY, USA) e 1% de penicilina (100 

unidades/mL) e estreptomicina (100 µg/mL) (Gibco
TM

 Invitrogen, NY, USA).  
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Para esse procedimento foram utilizadas 02 placas de cultivo por grupo, com 12 poços 

cada. Uma placa para amostra de medula óssea e outra para sangue periférico. O primeiro 

poço contendo meio IMDM e suspensão celular (sem estímulo), e o segundo poço com meio 

IMDM, suspensão celular e G-CSF (estímulo), realizado em triplicata. Em seguida, as placas 

de cultivo foram colocadas em estufa a 37° C com 5% CO2. 

Cerca de 72h após o plaqueamento, foi realizada a primeira troca de meio de cultivo, 

desprezando-se as células que não aderiram a superfície plástica das placas de cultura. Essa 

troca foi feita continuamente a cada 3 dias até completar um período de 15 dias de cultura 

primária (P0). Antes de cada troca de meio, as placas de cultivos foram levadas ao 

microscópio invertido (NIKON, modelo Eclipse TS100) para observação da população celular 

e registro através da câmera fotográfica (MOTIC, modelo moticam 2300) acoplada ao 

microscópio. Após cada troca de meio, uma alíquota de 1mL do sobrenadante de cada poço 

foi separada em tubos criogênicos estéreis e congeladas em freezer -80
o
C, para posterior 

dosagem de citocinas. As CT mesenquimais têm grande capacidade de aderência à superfície 

de crescimento da placa de cultivo, desta forma, as células das linhagens hematopoiéticas e 

progenitoras foram descartadas por aspiração do sobrenadante das placas de cultivo. 

 

4.8 Dissociação enzimática das células-tronco mesenquimais 

 

 A dissociação enzimática, também conhecida por “tripsinizaçao”, tem por objetivo 

recuperar as células que estiverem aderidas às paredes de crescimento da placa de cultivo. A 

técnica consiste na utilização de uma enzima tripsina, a qual lisa o citoesqueleto que fornece 

sustentação às células para se aderirem à superfície plástica das placas.  

 Esse processo se dá pela retirada do meio de cultura utilizado e lavagem das placas de 

cultivo, duas vezes, com 3mL de PBS. Posteriormente será retirado o PBS e adicionado 2mL 

de solução de tripsina 0,2%. A placa será incubada durante cinco minutos, no máximo, na 

estufa de CO2 a 37ºC e depois agitadas para as células da superfície de crescimento das placas 

soltarem completamente. Logo após, foi adicionado meio DMEM suplementado com 15% de 

Soro Bovino Fetal (SBF) para que seja bloqueada a ação da tripsina (BROFMAN et al; 2004). 

Após a quinta passagem, as células foram coletadas e caracterizadas imunofenotipicamente 

por citometria de fluxo. 
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4.9 Dosagem de citocinas do sobrenadante da cultura celular 

 

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 System) com o Kit BD
TM

 Mouse TH1/TH2/TH17 Cytokine (DB
®
 

Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo as orientações descritas pelo fabricante. Através 

desse kit foram quantificadas as citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-17. 

Esse método consiste na utilização de uma série de partículas (microesferas ou beads) 

de tamanho conhecido e com intensidade de fluorescência distinta para detectar 

simultaneamente através de uma superfície de captura as várias citocinas solúveis. Cada bead 

de captura está conjugada com um anticorpo específico para cada citocina. A detecção das 

citocinas presentes na amostra é realizada através do fluorocromo ficoeritrina (PE)-conjugado 

a anticorpos que fornece um sinal fluorescente em proporção a quantidade de citocina da 

amostra ligada a bead. Os complexos formados de bead de captura com a citocina da amostra 

e o reagente de detecção foram mensurados através da citometria de fluxo. A intensidade da 

fluorescência PE de cada complexo revela a concentração em pg/mL de cada citocina.  Para a 

aquisição das amostras foi utilizado o citômetro de fluxo FACSCanto II (Becton, Dickinson 

and Company, San Jose, CA, USA) do Instituto Leônidas e Maria Deane (ILMD) – Fiocruz 

Amazônia. 

Para o cálculo das concentrações e intensidade média de fluorescência de cada citocina 

foi utilizado o software FCAP array
TM

 (v3.0.1). 

 

4.10 Análise estatística 

 

 A análise estatística dos resultados das variáveis (quantificação de células e 

concentração de citocinas por tempo de cultura) foram realizadas utilizando o software 

GraphPadPrism
®

 5.0 (San Diego, CA, USA). 

Para estas análises foram utilizados o teste de análise de variância ANOVA One-way, 

com pós-teste para a análise das correlações de comparação múltipla Tukey's. Foi utilizado 

intervalo de confiança de 95% e os dados considerados com significância estatística foram 

aqueles que apresentaram p valor < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Efeitos da administração do G-CSF e/ou AMD3100 

 

O primeiro passo neste estudo foi avaliar a influência do G-CSF e/ou AMD3100 na 

obtenção de CTH e CTM, nos diferentes compartimentos, medula óssea e sangue periférico. 

O número de CTH e CTM foi determinado 60 minutos após a administração de PBS, G-CSF 

ou AMD3100 em camundongos pré-tratados durante 04 dias com PBS ou G-CSF.  

No compartimento medular, como demonstra a Figura 06, nos animais tratados 

diariamente com PBS durante 04 dias e 24 horas após administrado uma 5ª dose de 

AMD3100, a quantidade de CTH é elevada, com diferença estatisticamente significativa 

(p=0,0006), quando comparado com os animais que receberam as mesmas 04 doses de PBS 

mais uma 5ª dose de PBS (grupo controle) ou de G-CSF. O mesmo efeito foi encontrado no 

grupo dos animais tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias e 24 horas após 

administrado PBS, com aumento expressivo e de forma significativa do número de CTH, 

quando comparado com os animais que receberam as mesmas 04 doses de G-CSF mais uma 

5ª dose de AMD3100 ou aos grupos tratados apenas com PBS. Por outro lado, quando 

avaliou-se o número de CTM na medula óssea, observou-se que não houve diferença 

estatística significativa entre os grupos estudados (p=0,1522).  

No sangue periférico, pode-se observar como demonstrado na Figura 07, que os 

animais tratados diariamente com PBS durante 04 dias e 24 horas após administrado uma 5ª 

dose de AMD3100, apresentaram uma alta mobilização de CTH para o sangue periférico. Esta 

diferença foi estatisticamente significativa (p=0,0002), quando comparado  com os animais 

que receberam as mesmas 04 doses de PBS mais uma 5ª dose de PBS (grupo controle) ou de 

G-CSF. Nos animais tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias e 24 horas após 

administrado uma 5ª dose de PBS ou AMD3100, também percebe-se um aumento 

significativo no número de CTH circulantes, quando comparado com os grupos de animais 

que receberam administrações diárias de PBS mais uma 5ª dose de PBS (grupo controle) ou 

de G-CSF. 

A associação do tratamento diário dos animais com G-CSF durante 04 dias e 

estimulados 24 horas após com uma 5ª dose de AMD3100 parece aumentar o número de CTH 

no sangue periférico, porém não houve diferença estatística significativa quando comparado 

ao grupo que recebeu o mesmo tratamento com G-CSF mais uma 5ª dose de PBS, ou ao grupo 
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dos animais tratados diariamente com PBS e estimulados 24 horas após com uma 5ª dose de 

AMD3100. 

Em relação às CTM, pode-se observar (Figura 07) que os animais tratados 

diariamente com G-CSF durante 04 dias e 24 horas após administrado uma 5ª dose de PBS, 

acontece uma mobilização estatisticamente significativa (p<0,0001) dessas células para o 

sangue periférico, quando comparado a todos os demais grupos estudados. 
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Figura 06. Protocolo experimental: os camundongos foram tratados com PBS (Controle Negativo – CN) ou G-

CSF diariamente por 4 dias. 24 horas após a última injeção, foi administrado nos camundongos PBS, G-CSF ou 

AMD3100. 60 minutos após foi coletado o fêmur esquerdo dos animais para análise das células por citometria de 

fluxo. n=9 camundongos por grupo em triplicata. Para esta análise, foi utilizado o teste de análise de variância 

ANOVA One-way, com pós-teste de comparação múltipla de Tukey's. Os dados foram considerados significativos 

p <0.05, representado “ ” (CTH *p=0,0006; CTM p=0,1522). 
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Figura 07. Protocolo experimental: os camundongos foram tratados com PBS (Controle Negativo – CN) ou G-

CSF diariamente por 4 dias. 24 horas após a última injeção, foi administrado nos camundongos PBS, G-CSF ou 

AMD3100. 60 minutos após foi coletado sangue periférico através do plexo ocular dos animais para análise das 

células por citometria de fluxo. n=9 camundongos por grupo em triplicata. Para esta análise, foi utilizando o teste 

de análise de variância ANOVA One-way, com pós-teste de comparação múltipla de Tukey's. Os dados foram 

considerados significativos p <0.05, representado “ ” (CTH *p=0,0002; CTM *p<0,0001). 
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5.2 Fotomicroscopia de culturas in vitro de células-tronco de medula óssea e 

sangue periférico 

 

Após a obtenção de diferentes subpopulações de CT por meio de agentes 

mobilizadores, as células isoladas foram colocadas em cultura para análise do efeito que esses 

agentes exercem na expansão, diferenciação e perfil de citocinas produzidas e secretadas no 

meio de cultivo. 

Nas culturas primarias (P0) de medula óssea, foi observado uma população 

heterogênea de CT no início do período de cultivo (3º dia) (Figuras 8A, 9A, 10A, 11A e 

12A), independente do estímulo (G-CSF) in vitro. Entretanto, a partir do 6º dia de cultura, já 

pode-se observar células com morfologia fibroblastóide (fusiforme), nas culturas que foram 

estimuladas in vitro com G-CSF (Figuras 8G, 9G, 11G e 12G). 

Essas populações celulares se tornam mais homogêneas a partir do 9º dia de cultivo, 

apresentando morfologia fibroblastóide (fusiforme) alongadas e aderentes (Figuras 8G, 9G, 

10G, 11G e 12G), progressivamente e de forma mais expressiva, até o 15º dia de cultivo, nas 

culturas de células que foram estimuladas com G-CSF. Ainda pode-se observar que, nas 

células cultivadas e estimuladas com G-CSF, existe a formação de pequenas colônias 

(agregados celulares) (Figura 9H). 

Nas culturas primarias (P0) de sangue periférico, a presença de células com 

morfologia fibroblastóide (fusiforme) alongadas foi observada a partir do 6º dia, apenas nas 

cultura de células estimuladas in vitro com G-CSF (Figuras 13G, 14G e 17G), de forma 

progressiva até o último dia de cultivo (15º dia). Também foi observado a formação de 

colônias celulares (Figura 13J). Nas culturas que não receberam G-CSF como estímulo em 

cada troca de meio, foi observado uma maior frequencia destas células de morfologia 

fibroblastóide a partir do 9º até o 15º dia de cultivo (Figuras 13, 14, 16 e 17). 
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Figura 08. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado PBS, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – estimuladas 

com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide no 6º(G), 9º(H), 12º(I) e 15º(J) dia de cultivo. 
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Figura 09. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado G-CSF, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – estimuladas 

com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide no 6º(G), 9º(H), 12º(I) e 15º(J) dia de cultivo, e formação de 

colônias no 9º(H) dia cultivo. 
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Figura 10. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado AMD3100, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – 

estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide a parti do 9º(H), 12º(I) e 15º(J) dia de cultivo. 
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Figura 11. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado PBS. 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – estimuladas 

com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide a parti do 6º(G), 9º(H), 12º(I) e 15º(J) dia de cultivo. 
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Figura 12. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado AMD3100, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – 

estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide a parti do 6º(G), 9º(H), 12º(I) e 15º(J) dia de 

cultivo. 
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Figura 13. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado PBS, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – estimuladas 

com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide a parti do 6º(G), 9º(H), 12º(I) dia de cultivo e formação de 

colônias no 15º(J) dia de cultivo. 
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Figura 14. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado G-CSF, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A,  B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – 

estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide a parti do 6º(G), 9º(H) e 15º(J) dia de cultivo. 
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Figura 15. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado AMD3100, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – 

estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. 
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Figura 16. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado G-CSF, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – estimuladas 

com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide no 15º(E) dia de cultivo e a partir do 9º(H), 12º(I) e 15º(J) dia de 

cultivo. 
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Figura 17. Cultura Primária (P0) de células tronco derivadas da medula óssea de camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 horas após a última 

aplicação foi administrado AMD3100, 60 minutos após, as células foram cultivadas e estimuladas ou não com G-CSF (A, B, C, D e E – sem estímulo; F, G, H, I e J – 

estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presença de células com morfologia fibroblastóide no 15º(E) dia de cultivo e a partir do 6º(G), 9º(H), 

12º(I) e 15º(J) dia de cultivo. 
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5.3 Caracterização das CTM  

 

No último dia de cultivo celular (15º dia) foi realizada a dissociação enzimática, 

também conhecida por “tripsinização”, para recuperar as células (CTM) que estavam aderidas 

à superfície plástica das placas de cultura. As suspensões celulares sem estímulo (SC-SE) ou 

estimuladas com G-CSF (SC+G-CSF), foram coletadas dos diferentes grupos estudados, tanto 

da medula óssea quanto do sangue periférico, e caracterizadas imunofenotipicamente por 

citometria de fluxo, como demonstrado na Figura 18.  
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Figura 18. Imunofenotipagem por citometria de fluxo (%) de CTM (CD14
-
/CD73

+
/CD90

+
/CD105

+
) após a 

tripsinização no último dia de cultivo celular (15º dia). Total de 05 grupos com n=9 camundongos por grupo. Foi 

realizado pool das amostras em triplicata dos mesmos grupos, tanto de medula óssea quanto de sangue 

periférico.  
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5.4 Cinética de produção de citocinas pelas células-tronco durante os dias de 

cultura in vitro 

 

Após caracterizar-se a influência exercida por agentes mobilizadores para obtenção de 

CTM e CTH, na medula e sangue periférico, o próximo passo foi caracterizar o perfil de 

citocinas produzidas por estas células in vitro.  

Os dados demonstram que houve um aumento de IL-2 e IL-4 entre o 9º e 12º dias de 

cultivo de células de medula óssea, nos grupos estimulados in vitro com G-CSF (Figuras 

19C, D, E e 20C, D, E). Na cultura de células do sangue periférico, o aumento observado de 

IL-2 e IL-4 ocorreu entre o 3º e 9º dias (Figuras 26C, D e 27C, D e E) nas culturas 

estimuladas com G-CSF. 

As Figuras 21 e 28 demostram que a produção de IL-6 ocorreu entre o 3º e 9º dias de 

cultivo, tanto nas culturas de células da medula óssea (Figura 21A, B, C, D e E), quanto de 

sangue periférico (Figuras 28C e E), e reduz de forma progressiva até o último dia de cultivo 

(15º dia). Nas culturas de medula óssea que não foram estimuladas com G-CSF, os níveis de 

IL-6 encontram-se aumentados em relação às culturas que receberam G-CSF como estímulo, 

nos dias 6º (Figura 21C e E) e 9º (Figura 21A). 

A IL-10, uma citocina anti-inflamatória, apresentou aumento expressivo em culturas 

de células de medula óssea estimuladas in vitro com G-CSF no 3º dia de cultivo (Figura 22C, 

D e E) e no sangue periférico (Figura 29D e E), reduzindo sua concentração de forma 

contínua até o 15º dia de cultivo (Figura 22C, D e E). O mesmo efeito pode ser observado 

nas culturas de medula óssea para as citocinas INF-γ e TNF-α respectivamente, que assim 

como a IL-10, apresentaram-se elevadas nas culturas de medula óssea (Figura 23 e 24C, D e 

E). No sangue periférico, observa-se uma alta concentração de TNF-α no 3º dia (Figura 31D, 

E), reduzindo de forma progressiva até o último dia de cultivo. 

Em relação a IL-17A, observa-se um aumento no 12º dia de cultura de células de 

medula óssea (Figura 25C), mantendo-se estáveis nos diferentes dias de cultivo tanto de 

medula óssea quanto de sangue periférico (Figura 32). 
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Figura 19: Concentração da Citocina IL-2 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da 

cultura de células-tronco de medula óssea nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE= ), 

Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric beads 

array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-2 em cultura primária e os resultados 

foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). “ ” Ao 

fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IL-2 nas culturas 

estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 20: Concentração da Citocina IL-4 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da 

cultura de células-tronco de medula óssea nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE= ), 

Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric beads 

array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-4 em cultura primária e os resultados 

foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). “ ” Ao 

fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IL-4 nas culturas 

estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 21: Concentração da Citocina IL-6 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da 

cultura de células-tronco de medula óssea nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE= ), 

Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric beads 

array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-6 em cultura primária e os resultados 

foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). “ ” Ao 

fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IL-6 nas culturas 

estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 22: Concentração da Citocina IL-10 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante 

da cultura de células-tronco de medula óssea nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE=

), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric 

beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-10 em cultura primária e os 

resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). 

“ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IL-10 nas 

culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 23: Concentração da Citocina IFN-γ segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante 

da cultura de células-tronco de medula óssea nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE=

), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric 

beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IFN-γ em cultura primária e os 

resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). 

“ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IFN-γ 

nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 24: Concentração da Citocina TNF-α segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante 

da cultura de células-tronco de medula óssea nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE=

), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric 

beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina TNF-α em cultura primária e os 

resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). 

“ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina TNF-α 

nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 25: Concentração da Citocina IL-17A segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante 

da cultura de células-tronco de medula óssea nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE=

), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric 

beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-17A em cultura primária e os 

resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). 

“ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IL-17A 

nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 26: Concentração da Citocina IL-2 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da 

cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE=

), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric 

beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-2 em cultura primária e os 

resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). 

“ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IL-2 nas 

culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 27: Concentração da Citocina IL-4 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da 

cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE=

), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric 

beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-4 em cultura primária e os 

resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). 

“ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IL-4 nas 

culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 28: Concentração da Citocina IL-6 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da 

cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-SE=

), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste Cytometric 

beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-6 em cultura primária e os 

resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência (MFI). 

“ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina IL-6 nas 

culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 29: Concentração da Citocina IL-10 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante 

da cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-

SE= ), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste 

Cytometric beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-10 em cultura primária 

e os resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência 

(MFI). “ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina 

IL-10 nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 30: Concentração da Citocina IFN-γ segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante 

da cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-

SE= ), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste 

Cytometric beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina INF-γ em cultura primária 

e os resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de Fluorescência 

(MFI). “ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração da Citocina 

IFN-γ nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 31: Concentração da Citocina TNF-α segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante 

da cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-

SE= ), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste 

Cytometric beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina TNF-α em cultura 

primária e os resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de 

Fluorescência (MFI). “ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração 

da Citocina TNF-α nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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Figura 32: Concentração da Citocina IL-17A segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante 

da cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensão Celular sem Estímulo (SC-

SE= ), Suspensão Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF= ), nos grupos estudados. O teste 

Cytometric beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrações da citocina IL-17A em cultura 

primária e os resultados foram expressos em valores de médias ±desvio padrão da Intensidade Média de 

Fluorescência (MFI). “ ” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentração 

da Citocina IL-17A nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A mobilização de sub-populações de células tronco derivadas da medula óssea é 

diferencialmente regulado por fatores de crescimento que afetam a sua retenção no nicho 

medular (PITCHFORD et al., 2009).  

O G-CSF é uma potente citocina produzida por vários tipos celulares da linhagem 

hematopoiética como os monócitos, células progenitoras endoteliais, fibroblastos, células 

precursoras mesenquimais e cardiomiócitos (FIBBE et al.,1988). A ação do G-CSF consiste 

na liberação de enzimas proteases no microambiente medular, as quais irão clivar importantes 

proteínas de ancoragem e ligações entre moléculas de adesão (MENDEZ-FERRER; 

FRENETTE, 2007). 

Desta maneira, a mobilização e a subsequente saída de CT derivadas da medula óssea 

para o sangue periférico é potencialmente mediada pela ação regulatória do G-CSF (MÖHLE 

et al., 1995). Estudos demonstram que após a administração de G-CSF, ocorre a proliferação 

e ativação de neutrófilos, e que de forma indireta, desempenham um papel crucial na 

migração de células tronco da medula óssea. As enzimas secretadas por neutrófilos são 

capazes de clivar diferentes moléculas que participam da retenção de células CD34
+ 

no nicho 

medular, como VCAM-1 (LEVESQUE et al., 2001), c-Kit (LEVESQUE et al., 2003), SFC 

(HEISSIG et al., 2002), SDF-1α (PETIT et al., 2002). 

Outras evidências apontam que a interação entre o Fator Derivado de Células 

Estromais Alfa-1 (SDF-1α) e seu receptor cognato, o CXCR4, gera sinais que regulam o 

tráfico de CTH na medula óssea (PELUS et al., 2002).  O SDF-1α é uma quimiocina 

produzida constitutivamente pelas células estromais da medula óssea e tem demonstrado 

regular a adesão destas células, sua sobrevivência e estado do ciclo celular (KAWABATA et 

al., 1999; QING; JONES; SPRINGER, 1999). 

Lapidot; Petit (2002), propõem um modelo no qual o G-CSF induz a baixa regulação 

do gene SDF-1α pelas células estromais, e de maneira oposta, uma super regulação na 

expressão dos genes das enzimas Metaloproteinase-9, Neutrófilo-elastase (NE) e Catepsina-G 

(CG), que atuam na clivagem da ligação do SDF-1α ao seu receptor CXCR4, resultando na 

mobilização de células CD34
+
 da medula óssea para o sangue periférico.  

No entanto, embora o G-CSF seja atualmente o agente mais comumente utilizado para 

a mobilização de células-tronco hematopoiéticas, por causa da sua potência e relativa 

segurança, uma minoria de pacientes não conseguem mobilizar um número adequado de CTH 
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com o uso do G-CSF, muitas vezes resultante de idade avançada ou extensa quimioterapia 

(MORRIS et al., 2003; PEREA et al., 2001).  

Em consistência com dados encontrados na literatura, no presente estudo demonstrou-

se que o G-CSF foi capaz eficientemente de mobilizar as células CD34
+
. Nos grupos dos 

animais que foram tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e administrados no 5º dia 

uma dose de G-CSF, não foi observado um valor estatístico significativo em relação à 

quantidade de CTH no sangue periférico. Entretanto, nos animais que receberam esse mesmo 

tratamento diário com G-CSF, percebeu-se um aumento estatisticamente significativo nessas 

células (Figura 07). Dessa forma, evidencia-se que o G-CSF parece agir de forma dose-

dependente, sendo necessárias no mínimo 04 doses diárias, para obtenção do número 

suficiente dessas células para a circulação em modelo experimental.  

Em contraste ao mecanismo de ação do G-CSF, Levesque et al., (2004), sugerem um 

modo alternativo de mobilização em que ocorre uma inibição direta e reversível, sem 

clivagem proteolítica, de forma competitiva, pelo receptor CXCR4, ocasionando também uma 

rápida mobilização de células CD34
+
 para a circulação, como no caso do agente não-peptídico 

AMD3100 (Plerixafor®). 

O AMD3100 é um agente mobilizante promissor que tem demonstrado eficácia na 

mobilização de células-tronco hematopoiéticas autólogas em pacientes com Linfoma não-

Hodgkin (LNH) e Mieloma Múltiplo (MM). Em Fase III de estudo com 13 pacientes com 

LNH e MM, observou-se um aumento em média de 06 vezes na contagem de células CD34
+
 

no sangue periférico desses pacientes, 06 horas após a administração do AMD3100 (240 

µg/kg) (DEVINE et al., 2004). Em nossos estudos, pode-se observar uma alta quantidade de 

células CD34
+
 na circulação, 60 minutos após a administração de uma única dose (5 mg/kg) 

de AMD3100 em camundongos pré-tratados com PBS durante 04 dias. 

Donahue et al., (2009), demonstraram que apesar do G-CSF e o AMD3100 

promoverem a migração de células CD34
+
 da medula óssea para o sangue periférico, a 

expressão de um grande número de genes é diferente entre essas células mobilizadas por esses 

dois agentes. Os resultados demonstraram que nas células CD34
+
 mobilizadas por G-CSF há 

uma expressão de genes de neutrófilos e fagócitos mononucleares, além de níveis elevados de 

miR-155, que é expresso durante o amadurecimento de células dendríticas. Em contraste com 

as células CD34
+
 mobilizadas pelo AMD3100, que foram propensas na expressão de genes de 

células B, T e mastócitos. Estes dados sugerem que o G-CSF mobiliza em maior proporção 
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células CD34
+
 que estão comprometidas com diferenciação na linhagem mielóide, enquanto 

aquelas mobilizadas pelo AMD3100 são mais susceptíveis à linhagem linfóide e mastócitos. 

Embora a administração do AMD3100 tenha se demonstrado eficiente na migração de 

células CD34
+
 para a circulação, curiosamente o mesmo resultado não foi observado no 

presente estudo para a migração de células-tronco mesenquimais. Estes resultados corroboram 

aos observados nas pesquisas de Pitchford et al., (2009), que demonstram uma baixa 

mobilização dessa sub-população celular a partir do uso do AMD3100. Dessa maneira, pode-

se sugerir que o mecanismo de ação do AMD3100 não é eficiente para mobilização de sub-

populações de células tronco não-hematopoiéticas da medula óssea para a circulação. Como 

demonstrado na Figura 07, as CTM estão significativamente aumentadas no sangue 

periférico apenas no grupo dos animais que receberam tratamento diário (04 dias) de G-CSF, 

sugerindo que primariamente as CTM se diferenciam e expandem na medula óssea para 

depois serem mobilizadas para o sangue periférico. 

Atualmente, células-tronco (CD34
+
) presentes no sangue periférico são coletadas, de 

forma autóloga, após mobilização com G-CSF ou em combinação com quimioterapia. No 

entanto, uma proporção significativa de pacientes não conseguem mobilizar estas células de 

maneira suficiente para coleta por aférese. Pusic et al., 2008, demonstraram em estudos que 

cerca de 26% de pacientes com linfoma não-Hodgkin (NHL) e Linfoma Hodgkin (LH), e 

cerca de 6% de pacientes com Mieloma Múltiplo (MM), que fizeram uso do G-CSF, 

obtiveram insucesso na quantidade de células CD34
+
 na circulação. 

Alguns trabalhos têm sugerido que a utilização do G-CSF associado ao AMD3100 é 

eficaz em relação à mobilização de células CD34
+ 

(FLOMENBERG et al., 2005; 

FRUEHAUF et al., 2009). Em nossos resultados não se percebeu de forma significativa um 

aumento na quantidade de CTH no sangue periférico dos animais que fizeram uso da 

associação do G-CSF com o AMD3100, em relação aos animais tratados com PBS e 

administrados uma única dose de AMD3100, ou nos animais que receberam doses diárias (04 

dias) de G-CSF (Figura 07).  

Em relação às CTM, em nossos resultados pode-se observar que a associação do G-

CSF com o AMD3100 diminuiu a mobilização dessas células para o sangue periférico, de 

forma significativa, quando comparado aos animais que receberam apenas G-CSF diariamente 

(04 dias). Para tal fato, pode-se sugerir que a associação desses agentes seja eficaz na 

mobilização de células CD34
+
, mas não para mobilização de CTM (Figura 07). Entretanto, 

foi observado que nos animais que receberam tratamento apenas com G-CSF durante 04 dias, 



Discussão 

 

 

 

 

78 78 

houve um aumento significativo do número de CTM no sangue periférico, em relação aos 

demais grupos.  

Kanellakis et al., (2006), Kawada et al., (2004) também observaram que ocorre 

mobilização de CTM para a circulação sistêmica a partir do tratamento com G-CSF de 

pacientes com infarto do miocárdio. E ainda segundo Rochefort et al., (2006), CTM são 

mobilizadas para o sangue periférico por hipóxia através de uma série de mecanismos, 

incluindo a modificação de fatores locais envolvidos na manutenção de CTM no nicho 

medular ou em outros tecidos, aumento da concentração de substâncias quimiotáticas para 

CTM e/ou aumento da permeabilidade vascular. Estes dados demonstram que as CTM podem 

ser mobilizadas para o sangue periférico via estímulos distintos daqueles envolvidos na 

mobilização de CTH. 

Os mecanismos de mobilização de CTM para a corrente sanguínea são pouco descritos 

na literatura. Provavelmente esses mecanismos são diferentes dos envolvidos na mobilização 

de CTH, embora existam alguns relatos que indicam que CTM são detectadas no sangue 

periférico após o procedimento para mobilização de células CD34
+
 (TONDREAU et al., 

2005; WU et al., 2003).  

O G-CSF é uma citocina importante na modulação da produção de outras citocinas 

(SANGANALMATH et al., 2011). Baseado nesse dado, o próximo passo no presente estudo 

foi avaliar a produção de citocinas em culturas de células-tronco derivadas da medula óssea e 

sangue periférico, que foram estimuladas ou não, com G-CSF. 

IL-2 e IL-4 têm sido descritas como citocinas importantes na proliferação e 

diferenciação de células CD34
+ 

(BYKOVSKAJA et al., 1998). As principais atividades 

descritas para a IL-4 estão relacionadas na determinação do perfil da resposta imune em TH2 e 

na proliferação e diferenciação de células B (LE et al., 1988). Dados da literatura descrevem a 

tendência das CTM em favorecerem uma resposta TH2 (LU et al., 2009). Neste estudo, pode-

se observar o aumento de IL-2 e IL-4 na fase final das culturas de células derivadas da medula 

óssea (Figuras 19C, D e 20C, D), o que pode estar relacionado com o fato das CTM estarem 

aumentadas na fase mais tardia do cultivo (9º ao 15º dia), portanto, liberando essa citocina no 

meio. No entanto, nas culturas de sangue periférico, essas citocinas apresentaram-se elevadas 

durante os diferentes tempos de cultivo (3º ao 15º dia). 

De acordo com Haser; Kajkenova; Lipschitz (1997), a IL-6 apresenta características 

inflamatórias, participam da proliferação e crescimento de CTH e CTM, bem como na 

diferenciação de linfócitos B e T e na regulação de respostas inflamatórias. E ainda segundo 
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Chu (2013), o TNF-α é uma citocina pleiotrópica que tem a capacidade de alterar a produção 

de outras citocinas e um importante denominador comum de muitas condições inflamatórias. 

Ao contrario do observado para as citocinas citadas anteriormente, em nosso estudo pode-se 

observar que a IL-6 e o TNF-α estão aumentados nos primeiros dias de cultura, tanto das 

células derivadas da medula óssea quanto do sangue periférico, e diminuem a partir do 6
o
 dia 

de forma progressiva até o final do cultivo (Figuras 21, 24, 28 e 31). Esse achado pode estar 

relacionado à alta proliferação celular, característico dessas células nos primeiros dias de 

cultivo.  

Interessantemente observou-se que no 6º dia, as culturas que não foram estimuladas 

com G-CSF apresentaram no sobrenadante uma alta concentração de IL-6 comparada as 

culturas que recebiam G-CSF, sugerindo que em exposições repetidas a esse fator, ocorre uma 

diminuição e/ou inibição gradativa na produção desta citocina (Figura 21C,E), em 

concordância com o observado nos trabalhos de Heard; Fink (1999), que demonstraram que o 

G-CSF diminui os níveis de IL-1β, IL-6, IL-8 em várias condições. 

O IFN-γ é uma citocina produzida principalmente por células TH1, mas também é 

produzida pelas células TCD8+, Tγδ, NKT e NK e desempenha um papel central na regulação 

de respostas imunes tumorais (ALSHAKER; MATALKA, 2011). Maitra et al., (2004), 

demonstram que quando o IFN-γ está presente em altas concentrações, as CTM suprimem a 

produção de IFN-γ pelas células T e diminuem os efeitos da Doença do Enxerto contra o 

Hospedeiro (GvDH - do inglês, Graft-versus-host disease) (DI NICOLA et al., 2002).  Kang 

et al., (2005) também observaram que CTM humanas reduzem a resposta lítica de linfócitos T 

citotóxicos (LTC) contra células mononucleares derivadas da medula óssea infectadas por 

vírus.  

Em nossos resultados, foi observado que nas culturas de CT de medula óssea e 

estimuladas com G-CSF, ocorre uma alta secreção de IFN-γ no meio, quando comparado as 

culturas que não receberam nenhum estímulo, com redução progressiva até os últimos dias de 

cultivo, como demonstrado na Figura 23C, D e E. Para o sangue periférico não se observou 

esse mesmo efeito, ocorrendo uma produção variável dessa citocina nos diferentes dias de 

cultivo, independente do estímulo dado ou não (Figura 30). 

As CTM desempenham uma potente atividade imunorreguladora, independentemente 

do seu tecido de origem, através da secreção de citocinas, como a IL-10 (BURDON et al., 

2011). Os resultados apresentados em nosso estudo demonstram que há uma elevação de IL-

10, uma citocina anti-inflamatória, no inicio do período de cultivo (3º dia), reduzindo a partir 
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do 6º dia de forma contínua até o tempo final do cultivo. Esses achados podem ser explicados 

pela ação do G-CSF que apresenta características de estimular a produção de citocinas anti-

inflamatórias, como a IL-10 (Figuras 22C, D, E; 29D, E) (CUERQUIS et al., 2014).  

A interleucina-17A é uma citocina secretada principalmente por células TH-17. Apesar 

de IL-17 estar associada principalmente com a indução de inflamação do tecido, alguns 

estudos têm mostrado uma relação desta citocina na proliferação e diferenciação de CTM 

humanas, e um aumento na formação de unidades formadoras de colônias de fibroblastos em 

cultura a partir de células derivadas da medula óssea (HUANG et al., 2009).  

Neste estudo, a produção de IL-17A foi diferente da observada para as outras citocinas 

inflamatórias anteriormente citadas, tanto nas culturas de medula quanto de sangue periférico, 

em todos os tempos de cultivo, independente do estímulo com G-CSF (Figuras 25 e 32).  

Diante do exposto em relação as citocinas no presente estudo, podemos sugerir que o 

G-CSF parece modular ou induzir a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias in vitro, e 

também contribui para diferenciação das CTM, promovendo um ambiente favorável para sua 

manutenção. 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados sugerem que: 

 

 O G-CSF estimula a mobilização de CTH e CTM da medula para o sangue periférico 

de forma dose-dependente; 

 O AMD3100 mobiliza CTH para a circulação de forma rápida (uma hora após sua 

administração); 

 A associação do G-CSF com o AMD3100 não apresenta um efeito sinérgico para a 

mobilização de CTH da MO para o SP; 

 O mecanismo de ação do AMD3100 não demonstra ser eficiente para mobilização de 

CTM para o SP; 

 A diferenciação de CTM parece estar relacionada com o G-CSF e outras citocinas 

anti-inflamatórias e pró-inflamatórias; 

 O G-CSF parece modular ou induzir a produção de diferentes citocinas.  
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RESUMO 

 
A medula óssea é o principal local descrito como reserva de sub-populações de células-tronco 

(CT), incluindo as células-tronco hematopoiéticas (CTH). Diferentes fatores estimulam 

potencialmente a mobilização dessas células para o sangue periférico. O AMD3100 tem 

demonstrado agir na interrupção do eixo de retenção CXCR4/SDF-1α estimulando a 

mobilização de células hematopoiéticas CD34
+
 para a corrente sanguínea. O objetivo deste 

estudo foi avaliar a influência do AMD3100 na mobilização de CTH para o sangue periférico. 

Foram utilizados 05 grupos com 09 camundongos machos, BALB-c, tratados diariamente 

com PBS ou G-CSF durante 04 dias e estimulados 24 horas após a última administração com 

PBS ou AMD3100. As CTH mobilizadas foram identificadas por meio de marcadores 

celulares específicos por citometria de fluxo. As análises estatísticas foram realizadas com o 

programa GraphPad Prism 5.0. Os resultados demonstraram uma mobilização 

estatisticamente significativa de CTH nos camundongos tratados com PBS e que receberam 

uma 5ª dose de AMD3100 e no grupo dos animais que foram tratados com G-CSF 

diariamente, por 04 dias consecutivos. Dessa maneira, pode-se concluir que o AMD3100 

induz uma rápida mobilização de células CD34
+
 para a circulação, diferentemente do G-CSF, 

que age de forma dose-dependente. 

  

 

Palavras-chave: Células-tronco, citocinas, medula óssea, mobilização, AMD3100. 
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INTRODUÇÃO 

 

As células-tronco (CT) são definidas como células indiferenciadas e não 

especializadas, com propriedades de auto-renovação (proliferação) e diferenciação em diversas 

linhagens celulares (ADEGANI et al., 2013). A medula óssea um tecido complexo que 

alberga diferentes sub-populações de CT, entre elas estão incluídas as células-tronco 

hematopoiéticas (CTH) (HAWKINS et al., 2013). 

As CTH originam todos os tipos de células sanguíneas, incluindo linfócitos, 

eritrócitos, monócitos, granulócitos e plaquetas (KONDO; WEISSMAN; AKASHI, 1997; 

AKASHI et al., 2000). Embora recentemente tenham surgido evidências de que as CTH 

também têm a capacidade de se diferenciarem em outras linhagens celulares não 

hematopoiéticas (MENDRONE, 2009).  

As CTH são de fácil obtenção, uma vez que são células residentes na medula óssea (1 

em 10
4
 à 1 em 10

8
 de células nucleadas da medula óssea), que podem ser aspiradas 

diretamente ou estimuladas a mover-se para corrente do sangue periférico, onde podem ser 

facilmente recolhidas (LI; WU, 2011). 

A identificação de CTH é proporcionada pela presença de determinados marcadores de 

superfície e ausência de outros. Dentre os marcadores descritos, o CD34
+
 é o que encontra um 

amplo uso clínico, e é expresso nas diversas CTH provenientes da medula óssea. Embora não 

seja uma molécula que defina especificamente a CTH, os dados descritos sugerem que a CTH 

está contida numa população de células CD34
+
 (ABDELHAY et al., 2009).  

A aplicação dessas sub-populações de CT com fins terapêuticos, seja na regeneração 

de tecidos, em doenças auto-imunes ou em doenças crônico-degenerativas, tem sido 

amplamente utilizada (REN et al., 2010).  Uma estratégia para a obtenção de células CD34
+
 é 

estimular a mobilização dessas células da medula óssea para circulação periférica, através de 

agentes mobilizadores. O estabelecimento de uma metodologia de isolamento de CTH de 

sangue periférico é bastante atraente, por tal procedimento garantir uma fonte dessas células 

que não requer um método invasivo como extração de medula óssea (BREHM; ZEUS; 

STRAUER, 2002). Dessa maneira, este estudo propõe avaliar a mobilização de CTH para o 

sangue periférico a partir de agentes mobilizantes peptídicos e não peptídicos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Tipo de Estudo: Este estudo se caracteriza por uma pesquisa com experimentação em 

modelo animal de laboratório, no qual foi testado o efeito do GCS-F e/ou do AMD3100 em 

camundongos previamente tratados com PBS ou G-CSF, para avaliar a mobilização de sub-

populações de células-tronco hematopoiéticas da medula óssea para o sangue periférico. 

 

Informações Éticas: O presente estudo foi submetido à Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal do Amazonas (CEUA-UFAM) e respeitou os princípios de 

cuidados com animais de laboratório de acordo com a lei nº6638 da Republica Federativa do 

Brasil de 08 de maio de 1979, que trata de normas para as práticas didático-científico da 

vivissecção de animais. 

 

População de Estudo: Para este estudo foram utilizados 45 camundongos machos BALB/c 

com 3-4 semanas de vida, provenientes do Biotério da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

de Ribeirão Preto – USP. Esses camundongos foram mantidos em estantes e gaiolas 

apropriadas, alimentados com ração padrão e água, com controle de luz (ciclos de 12 horas), 

temperatura e umidade, no Biotério da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). O 

experimento foi constituído por 05 grupos experimentais, com 09 camundongos cada, tratados 

diariamente com PBS (160µl i.p.) ou G-CSF (200µg/kg i.p.) (VILAS-BOAS et al., 2006) 

durante 04 dias. 24 horas após a última injeção foi administrado nos camundongos PBS ou 

AMD3100 (5 mg/kg i.p.) (PITCHFORD et al., 2009). 60 minutos após foi coletado o sangue 

periférico com pipeta Pasteur heparinizada através do plexo ocular para realização da 

imunofenotigem ex vivo das células CD34
+
 circulantes por citometria de fluxo. 

 

Análise estatística: Para as análises estatísticas foi utilizando o software GraphPadPrism
®

 

5.0. Os resultados foram analisados a partir do teste de análise de variância ANOVA One-way, 

com pós-teste para a análise das correlações de comparação múltipla Tukey's. Foi utilizado 

intervalo de confiança de 95% e os dados considerados com significância estatística foram 

aqueles que apresentaram p valor < 0,05. 
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RESULTADOS 

 

O presente estudo avaliou a influência do G-CSF e/ou AMD3100 na mobilização de 

CTH da medula óssea para o sangue periférico. O número de CTH e CTM foi determinado 60 

minutos após a administração de PBS, G-CSF ou AMD3100 em camundongos pré-tratados 

durante 04 dias com PBS ou G-CSF.  

No sangue periférico, pode-se observar que os animais tratados diariamente com PBS 

durante 04 dias e 24 horas após administrado uma 5ª dose de AMD3100, acontece uma alta 

mobilização de CTH para o sangue periférico. Esta diferença foi estatisticamente significativa 

(p=0,0002), quando comparado com os animais que receberam as mesmas 04 doses de PBS 

mais uma 5ª dose de PBS (grupo controle) ou de G-CSF. Nos animais tratados diariamente 

com G-CSF durante 04 dias e 24 horas após administrado uma 5ª dose de PBS ou AMD3100, 

também percebe-se um aumento significativo no número de CTH circulantes, quando 

comparado com os grupos de animais que receberam administrações diárias de PBS mais uma 

5ª dose de PBS (grupo controle) ou de G-CSF. 

A associação do tratamento diário dos animais com G-CSF durante 04 dias e 

estimulados 24 horas após com uma 5ª dose de AMD3100 parece aumentar o número de CTH 

no sangue periférico, porém não houve diferença estatística significativa quando comparado 

ao grupo que recebeu o mesmo tratamento com G-CSF mais uma 5ª dose de PBS, ou ao grupo 

dos animais tratados diariamente com PBS e estimulados 24 horas após com uma 5ª dose de 

AMD3100 (Figura 01). 
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DISCUSSÃO 

 

A mobilização de sub-populações de células tronco hematopoiéticas derivadas da 

medula óssea é diferencialmente regulada por fatores de crescimento que afetam a sua 

retenção no nicho medular (PITCHFORD et al., 2009).  

O G-CSF é uma potente citocina produzida por vários tipos celulares da linhagem 

hematopoiética como os monócitos, células progenitoras endoteliais, fibroblastos, células 

precursoras mesenquimais e cardiomiócitos (FIBBE et al.,1988). A ação do G-CSF consiste 

na liberação de enzimas proteases no microambiente medular, as quais irão clivar importantes 

proteínas de ancoragem e ligações entre moléculas de adesão (MENDEZ-FERRER; 

FRENETTE, 2007). 

Desta maneira, a mobilização e a subsequente saída de CT derivadas da medula óssea 

para o sangue periférico é potencialmente mediada pela ação regulatória do G-CSF (MÖHLE 

et al., 1995). Estudos demonstram que após a administração de G-CSF, ocorre a proliferação 

e ativação de neutrófilos, e que de forma indireta, desempenham um papel crucial na 

migração de células tronco da medula óssea. As enzimas secretadas por neutrófilos são 

capazes de clivar diferentes moléculas que participam da retenção de células CD34
+ 

no nicho 

medular, como VCAM-1 (LEVESQUE et al., 2001), c-Kit (LEVESQUE et al., 2003), SFC 

(HEISSIG et al., 2002), SDF-1α (PETIT et al., 2002). 

Outras evidências apontam que a interação entre o Fator Derivado de Células 

Estromais Alfa-1 (SDF-1α) e seu receptor cognato, o CXCR4, gera sinais que regulam o 

tráfico de CTH na medula óssea (PELUS et al., 2002).  O SDF-1α é uma quimiocina 

produzida constitutivamente pelas células estromais da medula óssea e tem demonstrado 

regular a adesão destas células, sua sobrevivência e estado do ciclo celular (KAWABATA et 

al., 1999; QING; JONES; SPRINGER, 1999). 

Lapidot; Petit (2002), propõem um modelo no qual o G-CSF induz a baixa regulação 

do gene SDF-1α pelas células estromais, e de maneira oposta, uma super regulação na 

expressão dos genes das enzimas Metaloproteinase-9, Neutrófilo-elastase (NE) e Catepsina G, 

que atuam na clivagem da ligação do SDF-1α ao seu receptor CXCR4, resultando na 

mobilização de células CD34
+
 da medula óssea para o sangue periférico.  

No entanto, embora o G-CSF seja atualmente o agente mais comumente utilizado para 

a mobilização de células-tronco hematopoiéticas, por causa da sua potência e relativa 

segurança, uma minoria de pacientes não conseguem mobilizar um número adequado de CTH 
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com o uso do G-CSF, muitas vezes resultante de idade avançada ou extensa quimioterapia 

(MORRIS et al., 2003; PEREA et al., 2001).  

Em consistência com dados encontrados na literatura, no presente estudo demonstrou-

se que o G-CSF foi capaz eficientemente de mobilizar as células CD34
+
. Nos grupos dos 

animais que foram tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e administrados no 5º dia 

uma dose de G-CSF, não foi observado um valor estatístico significativo em relação à 

quantidade de CTH no sangue periférico. Entretanto, nos animais que receberam esse mesmo 

tratamento diário com G-CSF, percebeu-se um aumento estatisticamente significativo nessas 

células. Dessa forma, evidencia-se que o G-CSF parece agir de forma dose-dependente, sendo 

necessárias no mínimo 04 doses diárias, para obtenção do número suficiente dessas células 

para a circulação em modelo experimental.  

Em contraste ao mecanismo de ação do G-CSF, Levesque et al., (2004), sugerem um 

modo alternativo de mobilização em que ocorre uma inibição direta e reversível, sem 

clivagem proteolítica, de forma competitiva, pelo receptor CXCR4, ocasionando também uma 

rápida mobilização de células CD34
+
 para a circulação, como no caso do agente não-peptídico 

AMD3100 (Plerixafor
®
). 

O AMD3100 é um agente mobilizante promissor que tem demonstrado eficácia na 

mobilização de células-tronco hematopoiéticas autólogas em pacientes com Linfoma não-

Hodgkin (LNH) e Mieloma Múltiplo (MM). Em Fase III de estudo com 13 pacientes com 

LNH e MM, observou-se um aumento em média de 06 vezes na contagem de células CD34
+
 

no sangue periférico desses pacientes, 06 horas após a administração do AMD3100 (240 

µg/kg) (DEVINE et al., 2004). Em nossos estudos, pode-se observar uma alta quantidade de 

células CD34
+
 na circulação, 60 minutos após a administração de uma única dose (5 mg/kg) 

de AMD3100 em camundongos pré-tratados com PBS durante 04 dias. 

Donahue et al., (2009), demonstraram que apesar do G-CSF e o AMD3100 

promoverem a migração de células CD34
+
 da medula óssea para o sangue periférico, a 

expressão de um grande número de genes é diferente entre essas células mobilizadas por esses 

dois agentes. Os resultados demonstraram que nas células CD34
+
 mobilizadas por G-CSF há 

uma expressão de genes de neutrófilos e fagócitos mononucleares, além de níveis elevados de 

miR-155, que é expresso durante o amadurecimento de células dendríticas. Em contraste com 

as células CD34
+
 mobilizadas pelo AMD3100, que foram propensas na expressão de genes de 

células B, T e mastócitos. Estes dados sugerem que o G-CSF mobiliza em maior proporção 
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células CD34
+
 que estão comprometidas com diferenciação na linhagem mielóide, enquanto 

aquelas mobilizadas pelo AMD3100 são mais susceptíveis à linhagem linfóide e mastócitos. 

Atualmente, células-tronco (CD34
+
) presentes no sangue periférico são coletadas, de 

forma autóloga, após mobilização com G-CSF ou em combinação com quimioterapia. No 

entanto, uma proporção significativa de pacientes não conseguem mobilizar estas células de 

maneira suficiente para coleta por aférese. Pusic et al., 2008, demonstraram em estudos que 

cerca de 26% de pacientes com linfoma não-Hodgkin (NHL) e Linfoma Hodgkin (LH), e 

cerca de 6% de pacientes com Mieloma Múltiplo (MM), que fizeram uso do G-CSF, 

obtiveram insucesso na quantidade de células CD34
+
 na circulação. 

Alguns trabalhos têm sugerido que a utilização do G-CSF associado ao AMD3100 é 

eficaz em relação à mobilização de células CD34
+ 

(FLOMENBERG et al., 2005; 

FRUEHAUF et al., 2009). Em nossos resultados não se percebeu de forma significativa um 

aumento na quantidade de CTH no sangue periférico dos animais que fizeram uso da 

associação do G-CSF com o AMD3100, em relação aos animais tratados com PBS e 

administrados uma única dose de AMD3100, ou nos animais que receberam doses diárias (04 

dias) de G-CSF (Figura 01). 
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FIGURA 01. 
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Figura 01. Protocolo experimental: os camundongos foram tratados com PBS (Controle Negativo – CN) ou G-

CSF diariamente por 4 dias. 24 horas após a última injeção, foi administrado nos camundongos PBS, G-CSF ou 

AMD3100. 60 minutos após foi coletado sangue periférico através do plexo ocular dos animais para análise das 

células por citometria de fluxo. n=9 camundongos por grupo em triplicata. Para esta análise, foi utilizando o teste 

de análise de variância ANOVA One-way, com pós-teste de comparação múltipla de Tukey's. Os dados foram 

considerados significativos p <0.05, representado “ ” (CTH *p=0,0002; CTM *p<0,0001). 
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