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RESUMO

A medula dssea é o principal local descrito como reserva de subpopulagées de células-tronco
adultas, incluindo as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e células-tronco mesenquimais
(CTM). Diferentes fatores estimulam potencialmente a mobilizacdo dessas células para o
sangue periférico. O G-CSF e 0 AMD3100 tém demonstrado agir na interrup¢do do eixo de
retencdo CXCR4/SDF-1a estimulando a mobilizagdo de CTH e CTM para a corrente
sanguinea. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do G-CSF e do AMD3100 na
mobilizacdo 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 especificos
por citometria de fluxo. As amostras de CTH e CTM, de sangue periférico (SP) e medula
6ssea (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
andlises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad Prism 5.0. Os resultados
demonstraram uma mobilizacdo 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 relacdo as CTM, foi
observada uma mobilizagdo estatisticamente significativa apenas no grupo dos animais
tratados com G-CSF. As culturas de medula dssea que receberam ou nédo estimulo (G-CSF) in
vitro apresentaram células aderentes, com morfologia fibroblastdides. 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 producdo de IL-6, TNF-a,
IFN-y 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 concentracfes distintas,
mantendo sua producdo estavel nos diferentes grupos e dias de cultivo. Dessa maneira, pode-
se sugerir que, 0 AMD3100 induz uma rapida mobilizacio de células CD34" para a circulacgéo
e 0 G-CSF participa direta ou indiretamente no processo de mobilizagdo de subpopulacdes de
CT da medula dssea para o sangue periférico, na diferenciacdo de CTM, e no processo de
modulacéo e producgéo de citocinas.

Palavras-chave: Células-tronco, citocinas, medula dssea, mobilizagdo, 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-1a 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-a, IFN-y 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.
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Introdugéo

INTRODUCAO

As células-tronco (CT) tem aberto uma nova era em terapias baseadas em células.
Possuem como caracteristicas principais a auto-renovacao (proliferacdo) e diferenciacdo em
diversas linhagens celulares. Atualmente as CT podem ser classificadas em células-tronco
embrionarias (CTE), que sdo isoladas a partir da massa celular interna de blastocistos, e
células-tronco ndo embrionarias, que incluem as células tronco do sangue do corddo umbilical
e as células-tronco adultas (CTA), encontradas em varios tecidos (ADEGANI et al., 2013).

As CTA sdo denominadas de pluripotentes por possuirem uma capacidade mais
limitada de diferenciacdo celular do que as CTE. Estas células residem dentro dos
orgdos/tecidos adultos especificos, e desempenham um papel crucial na regeneragdo e auto-
renovacdo tissular (NELSON et al., 2009).

A medula 6ssea é a principal fonte para obtencdo de células-tronco adultas. E um
tecido complexo que alberga diferentes sub-populag6es de CT, e pelo menos duas principais e
diferentes populacdes de CTA ja foram identificadas e bem caracterizadas, as células-tronco
hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais (CTM) (HAWKINS et al., 2013).

A aplicacdo dessas sub-populacbes de CT com fins terapéuticos, seja na regeneracdo
de tecidos, em doengas auto-imunes ou em doengas cronico-degenerativas, tem sido
amplamente utilizada. No entanto, existem complicacGes tanto praticas quanto técnicas
associadas ao isolamento, colheita e expansdo ex vivo dessas células (REN et al., 2010).

Uma estratégia alternativa para a terapia de células progenitoras da medula dssea é
estimular a mobilizacdo dessas células da medula dssea para circulagéo periférica, através de
agentes mobilizadores, e assim, contornar esses problemas. O estabelecimento de uma
metodologia de isolamento de CTH e CTM de sangue periférico € bastante atraente, por tal
procedimento garantir uma fonte dessas células que ndo requer um método invasivo como
extracdo de medula 6ssea (BREHM; ZEUS; STRAUER, 2002).

Dessa maneira, este estudo propde avaliar a mobilizacdo de CTH e CTM para o
sangue periférico a partir de agentes mobilizantes peptidicos e ndo peptidicos, e o possivel
efeito imunomodulador do G-CSF e do AMD3100 sobre o perfil de citocinas produzidas in

vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Células-tronco

O termo “células-tronco” surgiu na literatura cientifica no ano de 1868, a partir do
bidlogo alemdo Ernst Haeckel, um grande defensor da Teoria da Evolugdo proposta por
Darwin. Sua pesquisa foi baseada em desenhos de arvores filogenéticas para representar a
evolucdo dos organismos por descendéncia de ancestrais comuns, as quais denominou de
“arvores genealogicas” (Stammbaume, termo utilizado em aleméo para stem trees ou family
trees). Utilizou o termo células-tronco (em alemao, Stammzelle) para descrever um organismo
unicelular ancestral do qual presumiu que todos os organismos multicelulares evoluiram.
Posteriormente efetuou um salto da evolucao (filogenia) a 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 6vulo fertilizado que da
origem a todas as células do organismo (STAUFFER, 1957).

Nessa epoca, especificamente na area da hematopoese, surge a investigacdo sobre a
existéncia de um precursor comum para 0s VAarios tipos de células sanguineas, e a teoria
proposta para o termo células-tronco se confirma, consolidando a ideia e observacéo de que
todas as células do sangue se originam de uma Unica célula precursora na medula Ossea
(MCCULLOCH; TILL, 1963). Posteriormente, com o interesse crescente da comunidade
cientifica pelo assunto, pesquisas evidenciaram que esse nicho de células progenitoras ndo é
exclusivo da medula 6ssea, existindo células-tronco residentes em quase todos os 6rgaos e
tecidos do corpo (ILIC; POLAK, 2011).

Essas células denominadas de tronco (CT) séo definidas como indiferenciadas e nédo
especializadas. Possuem trés caracteristicas principais (Figura 01) que as diferenciam das
demais células (JACOBS et al., 2013):

i) capacidade de auto-renovagdo, por divisdo simétrica ou assimétrica, com habilidade
de gerar no minimo uma célula-filha com caracteristicas similares as da célula mée;

i) capacidade de uma Unica célula de se diferenciar em multiplas linhagens celulares,
€,

iii) capacidade de reconstituir funcionalmente, in vivo, um tecido lesado.
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Figura 01: llustracdo das principais caracteristicas das células tronco: i) Auto renovacdo; ii) Poder de
diferenciagdo; iii) Comprometimento morfoldgico e funcional com um tecido/6rgéo especifico.
Fonte: Adaptado de http://www.allthingsstemcell.com/wp-content/uploads/2009/07/StemCell.png

Atualmente existem diversas sub-populacBes 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 embrionarias (CTE) (LAFLAMME et al., 2007), e
mais recentemente as células-tronco pluripotentes induzidas (iCTP) e células-tronco
cardiacas (CTC) (VAN LAAKE et al., 2010).

2.2 Classificacéo das células-tronco
2.2.1 Quanto a origem

De acordo com a origem, as CT podem ser classificadas em: células-tronco
embrionarias (CTE), que sdo isoladas a partir da massa celular interna de blastocistos,
resultante da divisdo celular do ovulo fertilizado (zigoto) e que podem dar origem a qualquer
tipo de célula ou de tecido que compde o embrido (ROBEY, 2000), e células-tronco nao-
embrionarias (células tronco presentes no sangue de corddo umbilical e células tronco adultas
ou somaticas, que residem dentro dos &rgdos/tecidos adultos especificos, ambas com
capacidade mais limitada de diferenciacdo 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: llustracéo da classificacdo das células-tronco em embrionérias e ndo-embrionérias (células-tronco de

corddo umbilical e células-tronco adultas ou somaéticas).

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

2.2.2 Quanto ao potencial de diferenciacdo

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

totipotentes, plutipontentes, multipotentes ou até

mesmo unipotentes (Figura 03). Nos

mamiferos, a totipoténcia (poder maximo de diferenciacdo) sé é exibida pela massa celular

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

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

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

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

organismo, mas sdo incapazes de gerar um novo individuo. As multipontentes, que podem

originar quatro ou mais linhagens celulares, e por fim, as unipotentes, que sdo comprometidas
com um tipo especifico de linhagem celular (VERFAILLIE; PERA; LANSDORP, 2002).

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

tecido especifico, como figado, 0sso ou sangue por exemplo, ainda ndo foi elucidado. Porém,

existem substancias ou fatores de diferenciacdo que quando s@o colocadas em culturas de

ceélulas 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: llustracdo das células-tronco quanto ao poder de diferenciagdo em: totipotentes, plutipotentes e

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

2.3 Fontes de obtencdo de células-tronco

Considera-se como célula embrionaria aquela que constitui a massa interna do
blastocisto (embrioblasto) e que pode ser removida e cultivada em laboratério. Atualmente,
ndo héa estudos de terapia celular utilizando as CTE em humanos. Contudo, estas representam
uma fonte extraordinaria de células, com aplicacdo potencial em inimeras doencas (DALEY;
GOODELL; SNYDER, 2003).

Para as CTA, as trés principais fontes acessiveis autélogas ou alogénicas utilizadas na
clinica médica sdo derivadas da medula Ossea e tecidos, sanguineo e adiposo, e mais
recentemente, alguns estudos tém demonstrado eficiéncia no isolamento de CT de sangue de
corddo umbilical logo apds o nascimento para fins terapéuticos (LI; CAl, 2012).

A medula 6ssea é a principal fonte para obtencdo de células-tronco para estudos
clinicos e pré-clinicos. E um tecido complexo que alberga diferentes tipos e subpopulagdes de
CT, também conhecidas como células progenitoras. Pelo menos duas principais e diferentes
populacdes de células-tronco adultas ja tém sido amplamente estudadas e foram identificadas
na medula 6ssea: as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais
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(CTM). No entanto, ja se sabe que existem outras subpopulacdes de CT residentes na medula

Gssea, como as endoteliais e progenitoras osteogénicas (MENDEZ-FERRER et al., 2010).

2.4 Células-tronco derivadas da medula 6ssea
2.4.1 Células-tronco hematopoiéticas (CTH)

As células-tronco hematopoiéticas sdo essenciais para a geracdo e homeostasia do
sistema sanguineo. Elas ddo origem a todos os tipos de células sanguineas, incluindo
linfécitos, eritrécitos, mondcitos, granuldcitos e plaguetas (KONDO; WEISSMAN; AKASHI,
1997; AKASHI et al., 2000). Embora recentemente tenham surgido evidéncias de que as CTH
também tém a capacidade de se diferenciarem em outras linhagens celulares néo
hematopoiéticas (MENDRONE, 2009).

As CTH séo de facil obtencdo, uma vez que sao células residentes na medula 6ssea (1
em 10* & 1 em 10° de células nucleadas da medula 6éssea), que podem ser aspiradas
diretamente ou estimuladas a mover-se para corrente do sangue periférico, onde podem ser
facilmente recolhidas (LI; WU, 2011).

A identificagdo é possivel com razodvel precisdo, uma populagéo de células esperadas
a serem células-tronco hematopoiéticas. Essa identificacdo € proporcionada pela presenca de
determinados marcadores de superficie e auséncia de outros. Dentre os marcadores descritos,
0 CD34" é o que encontra um amplo uso clinico, e é expresso nas diversas CTH provenientes
da medula 6ssea, do sangue periférico, do sangue de corddo umbilical e do figado fetal.
Embora ndo seja uma molécula que defina especificamente a CTH, os dados descritos
sugerem que a CTH esta contida numa populacdo de células CD34" (ABDELHAY et al.,
2009).

2.4.2 Células-tronco mesenquimais (CTM)

A existéncia de celulas precursoras ndo hematopoiéticas na medula éssea foi descrita
por Friedenstein, na década de 60 (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-SHAPIRO;
PETRAKOVA, 1966). Desde a sua descri¢do original, estas células receberam diferentes
nomes. Inicialmente foram chamadas de unidades formadoras de coldnias fibroblastoides

(CFU-F, do inglés colony forming unit fibroblast), devido a capacidade de aderir ao plastico
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das garrafas de cultivo e formar coldnias de células semelhantes aos fibroblastos (OWEN,;
FRIEDENSTEIN, 1988). Também foram denominadas células-tronco mesenquimais, pois
diferenciavam-se em tipos de celulas ndo hematopoiéticas, e por fim, foram denominadas de
células estromais da medula 6éssea, porque pareciam originar-se das estruturas de suporte da
medula dssea (CAPLAN, 1991). Em 2005, a sociedade internacional para terapia celular
(ISCT — do inglés, International Society for Cellular Therapy) sugeriu a nomenclatura de
células mesenquimais estromais multipotentes.

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo multipotentes, com capacidade de auto-
renovacao e diferenciacdo. Estdo distribuidas em uma ampla variedade de tecidos e podem ser
isoladas a partir de tecidos adultos, incluindo a medula 6ssea (MO), sangue do corddo
umbilical, musculo esquelético e tecido adiposo (JIN et al, 2013). As CTM se diferenciam
ndo apenas em células da linhagem mesodérmica, mas também em células das linhagens
endodermica e ectodermica, tais como 0sso, gordura, cartilagem, cardiomidcitos, células
endoteliais, células epiteliais do pulméo, neurénios, hepatdcitos e ilhotas pancreaticas (LI;
IKEHARA, 2013).

As CTM possuem as caracteristicas de aderéncia as superficies plasticas em cultura e
de expressdo ou ndo de antigenos especificos de superficie, como CD73+/ CD90+/ CD105+,
CD34-/ CD45- (TROUNSON et al., 2011). Promovem a reparacgdo de tecidos, estimulam a
proliferacdo e diferenciagdo de células progenitoras de tecidos endogenos, e diminuem as
reacOes inflamatorias e imunoldgicas (REN et al., 2010). Além disso, sdo facilmente
acessiveis e ndo ha complicacdes éticas quando aplicadas em terapias celulares (TAO et al.,
2010).

Estudos ja demonstraram que as CTM sdo capazes de se diferenciar em osteoblastos,
adipdcitos, condrdcitos, células musculares e células do estroma de sustentacdo da
hematopoese em condicdes especificas (PITTENGER et al., 1999). Posteriormente, foi
demonstrado que e possivel também a diferenciacdo de CTM em células do tecido nervoso,
celulas musculares lisas, periocitos e cardiomidcitos (BARRY; MURPHY, 2004).

Dessa forma, o interesse no estudo das CTM vem crescendo exponencialmente nos
Gltimos anos, devido a esse alto potencial na regeneracao de tecidos e 6rgdos lesados e sua
capacidade de auto renovacdo, mantendo a capacidade de diferenciacdo, como demonstram 0s
estudos clinicos e pré-clinicos (CAPLAN; BRUDER, 2001).
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2.4.2.1 Perfil imunoldgico das CTM

Crescentes evidéncias demonstram que CTM apresentam potentes propriedades
imunomoduladoras. Por exemplo, na retencdo de células dendriticas (DC, do inglés dendritic
cells) em um estado imaturo por inibicdo da expressao de moléculas de MHC de classe Il e
moléculas co-estimuladoras CD1-a, CD40, CD80 e CD86. Através da supressdo da producao
de citocinas pro-inflamatdrias e aumento de citocinas que regulam a resposta imunoldgica
(MA et al., 2014).

Na resposta imune adaptativa, as moléculas de MHC de classe Il podem ativar as
células T, no entanto, na auséncia ou baixa expressdo de moléculas co-estimuladoras, que € o
segundo sinal necessario para esta ativacao, as células T entram em estado ndo responsivo de
anergia. Desta maneira, o fen6tipo observado em CTM é considerado ndo-imunogénico e
sugere que, estas células induzem a tolerancia imunoldgica, inibindo a ativacdo e a
proliferacdo de varias células do sistema imunologico do hospedeiro (JAVAZON; BEGGS;
FLAKE, 2004).

Além do contato célula-célula, outro mecanismo pelas quais as CTM exercem seus
efeitos imunossupressores € pela secre¢do de diversos fatores soliveis (YAGI et al., 2010)
(Figura 05). As CTM influenciam a atividade imune dos linfécitos T e B, células “natural
killer” (NK), células dendriticas (DC), macrofagos e neutrofilos, suprimindo através da
secrecdo de fatores sollveis como TGF-B1, HGF, oxido nitrico (NO), idolamina 2,3-
dioxigenase (IDO) e prostaglandina E2 (PGE2) ou estimulando através da secrecdo das
citocinas IL-1 e IL-6 (NASEF et al., 2007; ENGLISH et al., 2007; BASSI et al., 2012).
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Figura 05: Diversos fatores sollveis secretados pelas CTM modulam a resposta das células do sistema
imunoldgico.
Fonte: Adaptado de Bassi et al., 2012.

2.5 Fator estimulador de coldnia de granulocitos (G-CSF)

O Fator estimulador de colénias de granuldcitos (G-CSF — do inglés, Granulocyte
Colony Stimulating Factor) é uma citocina hematopoiética que regula a proliferagdo,
diferenciacdo e sobrevivéncia de células progenitoras mieldides e desempenha um importante
papel na regulacdo e producdo normal de granuldcitos frente a resposta contra as infeccbes
(SZARDIEN et al., 2012).

Apenas duas em cada 100 mil células mononucleares do sangue periférico séo CTH.
Para se coletar um numero suficiente de CT do sangue periférico que garanta enxertia
medular em um transplante autogénico ou alogénico, as CT devem ser recrutadas da medula
Ossea para a circulacdo. Este processo, habitualmente denominado mobilizacdo, pode ser
induzido através da administracdo de fatores de crescimento hematopoéticos, como 0 G-CSF,
que é utilizado como tratamento-ouro (gold-standard) na mobilizagdo de células-tronco

derivadas da medula 6ssea em transplantes No entanto, outras quimiocinas e/ou moléculas
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quimioatraentes surgiram como chave para producdo de agentes de mobilizagdo de células-
tronco derivadas da medula déssea, que apresentam uma rapida cinética de mobilizacéo
(BROXMEYER, 2005).

O G-CSF permanece como o agente mais comumente utilizado para mobilizacdo de
CTH na clinica, no entanto outros agentes quimiotaticos estdo em desenvolvimento, pois
varios estudos demonstram que o uso do G-CSF promove efeitos colaterais para pacientes.
Dessa forma, mecanismos tém sido propostos para explicar como esta citocina afeta as
alteracGes funcionais no interior da medula 6ssea, € novos medicamentos tém sido propostos
para mobilizacdo de células progenitoras hematopoéticas, os quais incluem a promoc¢édo da
expansao de granulécitos, a atenuacdo de proteases e moléculas de adesédo e a interrupgdo do
eixo SDF-1a/CXCR4 (CASHEN et al., 2008; ALEXANDER et al., 2011).

2.5.1 Eixo SDF-1a/CXRC4

As quimiocinas sdo citocinas pro-inflamatérias quimiotaticas, que se ligam a
receptores especificos acoplados a proteinas G, em um complexo que envolve 7 dominios
glicoprotéicos transmembranares em células-alvo (RATAJCZAK et al., 2012).

A quimiocina SDF-1a (do inglés, stromal cell-derived factor 1-alpha) foi identificada
pela primeira vez no sobrenadante de células estromais da medula 6ssea. Mais tarde, foi
demonstrado ser expressa constitutivamente em concentracdes elevadas por osteoblastos,
células endoteliais e reticulares que estdo espalhadas por todo o nicho medular. Essa
quimiocina e produzida principalmente por células do nicho medular, incluindo osteoblastos.
E um dos fatores mais importantes envolvido na proliferacdo e suporte estromal. A retencio
das células dentro do microambiente da medula 6ssea depende de interacdes entre moléculas
de adesdo, 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-1a ativa somente o receptor CXCR4 (do inglés, chemokine receptor type 4), que é
expresso ndo apenas por uma grande variedade de leucécitos, mas também em células fora do
sistema imunolégico, por exemplo, no sistema nervoso central. A interacdo entre 0 SDF-1a
com seu receptor CXCR4 parece estar diretamente envolvido no trafego de leucdcitos,
“homing” e retencdo de células-tronco hematopoiéticas (CD34") na medula Gssea e na
hematopoese fetal (ROSENKILDEM et al., 2004).
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Alguns estudos tém demonstrado que a ligacdo da quimiocina com seu receptor
especifico (SDF-10/CXCR4) pode apresentar uma importante estratégia terapéutica na
engenharia tecidual. Isso porque durante alguma dano tecidual, as células do 6rgdo lesado
apresentam uma alta expressdo de SDF-1a, 0 que provoca uma elevacdo nos niveis dessa
quimiocina, ocasionando o recrutamento e retencdo local de células CD34" através da atracéo
quimiotéatica pelo gradiente de SDF-10. (DONAHUE et al., 2009).

Lévesque e colaboradores (2002) descreveram em um estudo murino experimental que
0 G-CSF induz a liberacdo de enzimas proteoliticas, como a neutrofilo-elastase (NE) e a
catepsina-G (CG) apos sua administragdo. Estas enzimas atuam clivando varias moléculas
responsaveis pela retencdo de CTH da medula 6ssea, incluindo a VCAM-1, SDF-1a, CXCR4
e c-kit. O G-CSF também tem mostrado reduzir a expressdo de RNAm do gene SDF-la e
inibir a atividade dos osteoblastos, levando a uma diminui¢do nos niveis de SDF-1a, e
promovendo uma menor retencdo dessas células no nicho medular. Em contra partida, o
AMD3100 demonstrou agir de forma competitiva na ligagdo com o receptor CXCR4, inibindo
a ligacdo do SDF-1a ao seu receptor cognato CXCR4 (Figura 05).
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Figura 05: a) O eixo SDF-1a/CXCR4, que desempenha um papel critico no “homing” e mobilizacdo de células-
tronco da medula déssea. A perturbacdo desse eixo com o inibidor competitivo AMD3100 resulta em uma rapida
mobilizagdo de células-tronco medulares para o sangue periférico.

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

2.6 AMD3100

O AMD3100 (Plerixafor®) é um protétipo antagonista ndo peptidico do receptor

CXCR4. O composto foi descoberto como um agente anti-HIV muito antes de se perceber que



Revis&o Bibliogréfica

funcionava, através do bloqueio especifico que inibe a ligagdo do SDF-1a ao seu receptor
CXCR4. Durante o desenvolvimento do AMD3100, descobriu-se que o composto aumenta a
contagem de gldbulos brancos no sangue e, mais importante, que 0 composto é capaz de
mobilizar células progenitoras da medula 6ssea (ROSENKILDE et al., 2004).

Dados posteriores revelaram que a utilizacdo de anticorpos neutralizantes contra o
CXCR4 ou SDF-la reduziu a saida de células progenitoras murinas do microambiente
medular, levantando a hipotese que niveis de SDF-1a produzidos e liberados para circulacédo a
partir de células do estroma medular poderia ser um mecanismo fundamental para saida do
estado estacionario e uma rapida mobilizagdo de células progenitoras hematopoiéticas (DAR
etal., 2011).

A partir dessa observacao estudos demonstraram que o AMD3100 bloqueia de forma
reversivel a interacdo entre o receptor de quimiocina CXCR4 com o SDF-1a, levando ao
desenvolvimento de novas estratégias de mobilizacdo e de uma melhor compreensdo dos
processos de saida e entrada das células hematopoiéticas do microambiente da medula dssea
(LAROCHELLI et. al, 2006).

Dessa maneira, 0 AMD3100 é o mais promissor agente de mobilizacdo de CT em
desenvolvimento clinico atualmente. Apresenta um pico de mobilizagdo de células CD34" da
medula dssea para a corrente sanguinea de minutos a horas ap6s a sua administracdo, em
contrapartida ao G-CSF, que necessita aproximadamente entre 4 a 6 dias de administracdo

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

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do G-CSF e do AMD3100 na mobilizacdo de células-tronco
derivadas da medula déssea de camundongos e no perfil de citocinas induzidas por estes

mediadores em cultura primaria.

3.2 Objetivos Especificos

= Avaliar o efeito do G-CSF e/ou AMD3100 na mobilizacdo de células-tronco da
medula 0ssea para 0 sangue periférico de camundongos previamente tratados com
PBS ou G-CSF;

= Caracterizar as subpopulacdes de células-tronco através de marcadores de superficie
em aspirado de medula dssea e sangue periférico;

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

da medula 6ssea e sangue periférico, estimuladas ou ndo com G-CSF.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Este estudo se caracteriza por uma pesquisa com experimentacdo em modelo animal
de laboratdrio, 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 mobilizacdo de sub-populacdes de
células-tronco da medula dssea para o sangue periférico e producéo de citocinas em cultivo

celular.

4.2 Informacdes Eticas

O presente estudo foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Amazonas (CEUA-UFAM) e respeitou os principios de cuidados
com animais de laboratério de acordo com a lei n°6638 da Republica Federativa do Brasil de
08 de maio de 1979, que trata de normas para as praticas didatico-cientifico da vivisseccao de

animais.

4.3 Populacéo de Estudo

Para este estudo foram utilizados 45 camundongos machos BALB/c com 3-4 semanas
de vida, provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
USP. Esses camundongos foram mantidos em estantes e gaiolas apropriadas, alimentados
com racdo padrdo e 4gua, com controle de luz (ciclos de 12 horas), temperatura e umidade, no
Biotério da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). O experimento foi constituido 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 (160ul i.p.)
durante 04 dias. 24 horas ap6s a ultima injecdo foi administrado nos camundongos 0 mesmo
volume do tratamento diario de PBS, por via intraperitoneal. Ap6s 60 minutos foram

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

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com PBS (160ul i.p.)
durante 04 dias. 24 horas ap6s a Gltima injec&o foi administrado o G-CSF (Filgrastine®), na
dose de 200 pg/kg (VILAS-BOAS et al., 2006), por via intraperitoneal. Apés 60 minutos

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

= Grupo PBS + AMD3100 + (n =09)

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com PBS (160ul i.p.)
durante 04 dias. 24 horas apés a Ultima injecdo foi administrado o AMD3100 (Plerixafor®),
na dose de 5 mg/kg (PITCHFORD et al., 2009), por via intraperitoneal. Apds 60 minutos

foram coletados o sangue periférico e medula éssea dos animais.

= Grupo G-CSF + PBS (n =09)

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com G-CSF (200 pg/kg i.p.)
durante 04 dias. 24 horas apds a Ultima injecdo foi administrado 160ul de PBS, por via
intraperitoneal. Apds 60 minutos foram coletados o sangue periférico e medula 6ssea dos

animais.

=  Grupo G-CSF + AMD3100 (n = 09)

Neste grupo os camundongos foram tratados diariamente com G-CSF (200 pg/kg i.p.)
durante 04 dias. 24 horas ap0s a ultima injecao foi administrado nos camundongos AMD3100
(Plerixafor®), na dose de 5 mg/kg, por via intraperitoneal. Apés 60 minutos foram coletados o

sangue periférico e medula éssea dos animais.
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4.4 Procedimentos

4.4.1 Fluxograma do protocolo experimental
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PBS (160ul) ou G-CSF Administracéo de PBS (160pl i.p.), Coleta de sangue para
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citometria de fluxo
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4.5 Coleta e isolamento de células-tronco

4.5.1 — Obtencao de células-troncos de medula 6ssea

Os camundongos foram tratados por quatro dias consecutivos com solucdo tamponada
com fosfato (PBS - 160pl i.p.) ou G-CSF, na dose de 200 ug/kg, por via intraperitoneal (i.p.)
em intervalos de 24 horas. No quinto dia, 24 horas apés a ultima aplicacdo, foi administrado
nos grupos PBS (160ul i.p.), G-CSF (200 pg/kg i.p.) ou AMD3100 (5 mg/Kg i.p.). 60
minutos apds a Ultima aplicacdo, 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
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para realizacdo da imunofenotigem ex vivo das células progenitoras na circulacdo e para
cultura celular.

Apos a coleta de sangue periférico, os animais foram eutanasiados por deslocamento
da coluna cervical. Para a coleta da medula déssea, o fémur esquerdo de cada animal foi
retirado por procedimento cirargico. O mesmo foi lavado em placa de Petri com PBS estéril e
as epifises foram cortadas, possibilitando a entrada da agulha da seringa de 1mL, na cavidade
medular e injecdo 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 conico de 15mL estéril. Apds a
coleta, a medula dssea foi centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos a 18-20°C. A medula 6ssea
foi processada dentro da capela de fluxo laminar nivel 1l. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de células foi ressuspendido em 2mL de PBS estéril. Da suspensdo celular obtida, uma
aliquota foi separada para a contagem através do hemocitdometro (SYSMEX, modelo XT-

2000i). Diante do numero 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 nivel 11,
previamente desinfectado com &lcool a 70% e depois por 15 minutos com ultravioleta (UV)
ligada. Uma aliquota 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™,
volume a volume (sangue/Ficoll) em tubo de fundo conico de 15mL estéril. Este foi
centrifugado a 2000 rpm por 30 minutos, a 18-20°C e sem freio.

Em seguida, o anel formado de células mononucleares (“papa” de leucdcitos) foi
cuidadosamente coletado com micropipeta de 200uL e transferido para outro tubo de fundo
conico de 15mL. Esse anel de células foi ressuspendido em 1mL de PBS estéril e centrifugado
a 1200 rpm por 10 minutos a 18-20°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°C com freio. Em seguida, o pellet de células foi
ressuspendido em 2mL de PBS estéril e homogeneizado. Uma aliquota dessa suspenséao foi
separada para realizacdo da contagem de células através do hemocitdmetro (SYSMEX, modelo

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

A caracterizacdo morfometrica e imunofenotipica de subpopulacdes de células tronco
mobilizadas para o sangue periférico e da medula éssea dos camundongos foram feitas por
citometria de fluxo. A primeira etapa da citometria consistiu na marcacdo das células com
anticorpos monoclonais que se fixaram nas moléculas de superficie das células tronco. Esses
anticorpos sdo marcados com fluorescéncia e estas sdo captadas pelo citbmetro 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 analise

de sub-populacgdes celulares através de marcadores de superficie.

Anticorpos Fluorocromo Fabricante Lote
O
M Z
o0
|_
o Anti-CD34 PE BD® 53197
3
PO Anti-CD45 PercP BD® 60517
Anti-CD14 FITC BD® 24790
o
= é Anti-CD73 PE BD® 69192
|_
Anti-CD90 PercP BD® 51139
Anti-CD105 APC BD® 5100528058

Para as CTH, foi utilizado um tubo com 10uL dos anticorpos anti-CD34 e anti-CD45 e
em seguida adicionado 100uL da amostra do sangue periférico ou de medula 6ssea. Para as
CTM, foi utilizado um segundo tubo, com 2uL dos anticorpos anti-CD14, anti-CD73, anti-
CD90 e anti-CD105, e em seguida adicionado 100uL da amostra do sangue periférico ou de
medula 6ssea. Os tubos foram homogeneizados e incubados por 30 minutos, ao abrigo da luz
e a temperatura ambiente. Apos essa etapa de marcacdo, foi adicionado, em cada tubo, 2mL
da solucéo de lise de hemécias (FACS™ Lysing solution, BD® Biosciences San Jose, CA,

USA) diluida 10x em agua 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 incubagéo, 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 (solu¢do 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. Apds essa centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e adicionado 300uL de PBS-wash 1X. A leitura foi realizada no Citometro de
Fluxo FACSCalibur® (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da Fundagio
HEMOAM.

Para a identificacdo morfométrica e imunofenotipica das células tronco
hematopoiéticas e mesenquimais foi utilizado o programa FlowJo (versao 9.4). Foram
utilizados “gates” para a selecdo das populacdes de interesse em graficos que combinaram
caracteristicas morfolégicas com caracteristicas imunofenotipicas das celulas identificadas
pelo uso dos anticorpos monoclonais marcados com as fluorescéncias descritos acima.

Para identificacdo das CTM foi feito primeiramente um gréafico de SSC x CD90 e uma
“gate” na regido CD90" cujo marcador é expresso pelas CTM. Em seguida, foram excluidas
as células CD14" e por fim foram selecionadas as células duplo marcadas com CD105" e
CD73". As CTH foram caracterizadas primeiramente pela expressdo de CD45" utilizando-se
graficos de SSC x CD45", em seguida foram selecionadas as células CD34" com pouca
granulosidade em grafico de SSC x CD34". O passo seguinte foi identificar as células com
baixa expressdo de CD45" e selecionar as células com tamanho e granulosidade baixos.

Apos a identificacdo e quantificacdo das CTM e CTH foram geradas tabelas com
todos os percentuais e quantitativos das subpopulacBes de interesse para posterior analise
estatistica.

4.7 Cultura in vitro das células-tronco

O plaqueamento das células foi feito em placas de cultivo de 12 pogos (TPP - Techno
Plastic Products in Trasadingen, Switzerland), a partir das células da medula 6ssea e células
mononucleares isoladas do sangue periférico. As células foram plaqueadas em 2mL de meio
IMDM (Iscove's Modified Dulbecco’s Medium) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) suplementado
com 15% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e 1% de penicilina (100
unidades/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA).
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Para esse procedimento foram utilizadas 02 placas de cultivo por grupo, com 12 pocos
cada. Uma placa para amostra de medula éssea e outra para sangue periférico. O primeiro
poco contendo meio IMDM e suspensdo celular (sem estimulo), e o segundo pogo com meio
IMDM, suspenséo celular e G-CSF (estimulo), realizado em triplicata. Em seguida, as placas
de cultivo foram colocadas em estufa a 37° C com 5% CO,.

Cerca de 72h ap6s o plaqueamento, foi realizada a primeira troca de meio de cultivo,
desprezando-se as células que ndo aderiram a superficie plastica das placas de cultura. Essa
troca foi feita continuamente a cada 3 dias até completar um periodo de 15 dias de cultura
primaria (P0). Antes de cada troca de meio, as placas de cultivos foram levadas ao
microscépio invertido (NIKON, modelo Eclipse TS100) para observagdo da populacdo celular
e registro através da camera fotografica (MOTIC, modelo moticam 2300) acoplada ao
microscopio. Apos cada troca de meio, uma aliquota de 1mL do sobrenadante de cada poco
foi separada em tubos criogénicos estéreis e congeladas em freezer -80°C, para posterior
dosagem de citocinas. As CT mesenquimais tém grande capacidade de aderéncia a superficie
de crescimento da placa de cultivo, desta forma, as células das linhagens hematopoiéticas e

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

4.8 Dissociacao enzimatica das células-tronco mesenquimais

A dissociacdo enzimatica, também conhecida por “tripsinizagao”, tem por objetivo
recuperar as células que estiverem aderidas as paredes de crescimento da placa de cultivo. A
técnica consiste na utilizacdo de uma enzima tripsina, a qual lisa o citoesqueleto que fornece
sustentacdo as celulas para se aderirem a superficie pléstica das placas.

Esse processo se da pela retirada do meio de cultura utilizado e lavagem das placas de
cultivo, duas vezes, com 3mL de PBS. Posteriormente sera retirado o PBS e adicionado 2mL
de solucdo de tripsina 0,2%. A placa sera incubada durante cinco minutos, no méaximo, na
estufa de CO, a 37°C e depois agitadas para as células da superficie de crescimento das placas
soltarem completamente. Logo apos, foi adicionado meio DMEM suplementado com 15% de
Soro Bovino Fetal (SBF) para que seja bloqueada a acdo da tripsina (BROFMAN et al; 2004).
Apos 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™ Mouse Tyl/Tn2/TH17 Cytokine (DB®
Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo as orientacfes descritas pelo fabricante. Através
desse kit foram quantificadas as citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17.

Esse método consiste na utilizacdo de uma série de particulas (microesferas ou beads)
de tamanho conhecido e com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar
simultaneamente através de uma superficie de captura as varias citocinas soltveis. Cada bead
de captura esta conjugada com um anticorpo especifico para cada citocina. A detec¢do das
citocinas presentes na amostra € realizada através do fluorocromo ficoeritrina (PE)-conjugado
a anticorpos que fornece um sinal fluorescente em propor¢do 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 deteccdo foram mensurados através da citometria de fluxo. A intensidade da
fluorescéncia PE de cada complexo revela a concentracdo em pg/mL de cada citocina. Para a
aquisicdo das amostras foi utilizado o citdmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton, Dickinson
and Company, San Jose, CA, USA) do Instituto Le6nidas e Maria Deane (ILMD) — Fiocruz
Amazonia.

Para o célculo das concentracdes e intensidade media de fluorescéncia de cada citocina

foi utilizado o software FCAP array™ (v3.0.1).
4.10 Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados das varidveis (quantificacdo de células e
concentracdo de citocinas por tempo de cultura) foram realizadas utilizando o software
GraphPadPrism® 5.0 (San Diego, CA, USA).

Para estas analises foram utilizados o teste de analise de variancia ANOVA One-way,
com pos-teste para a analise das correlacbes de comparacdo maltipla Tukey's. Foi utilizado
intervalo de confianca de 95% e os dados considerados com significancia estatistica foram

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

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

O primeiro passo neste estudo foi avaliar a influéncia do G-CSF e/ou AMD3100 na
obtencdo de CTH e CTM, nos diferentes compartimentos, medula éssea e sangue periférico.
O ntmero de CTH e CTM foi determinado 60 minutos ap6s a administracdo 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 apds administrado uma 5% dose de
AMD3100, a quantidade de CTH e elevada, com diferenca estatisticamente significativa
(p=0,0006), quando comparado com os animais que receberam as mesmas 04 doses de PBS
mais uma 5% 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 apds
administrado PBS, com aumento expressivo e de forma significativa do numero de CTH,
quando comparado com 0s animais que receberam as mesmas 04 doses de G-CSF mais uma
5% dose de AMD3100 ou aos grupos tratados apenas com PBS. Por outro lado, quando
avaliou-se 0 numero de CTM na medula 0ssea, observou-se que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos estudados (p=0,1522).

No sangue periférico, pode-se observar como demonstrado na Figura 07, que 0s
animais tratados diariamente com PBS durante 04 dias e 24 horas apds administrado uma 5?
dose de AMD3100, apresentaram uma alta mobilizacdo de CTH para o sangue periférico. Esta
diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,0002), quando comparado com 0s animais
que receberam as mesmas 04 doses de PBS mais uma 5? dose de PBS (grupo controle) ou de
G-CSF. Nos animais tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias e 24 horas ap0s
administrado uma 5* dose de PBS ou AMD3100, também percebe-se um aumento
significativo no nimero de CTH circulantes, quando comparado com 0s grupos de animais
que receberam administracdes diarias de PBS mais uma 52 dose de PBS (grupo controle) ou
de G-CSF.

A associagdo do tratamento didrio dos animais com G-CSF durante 04 dias e
estimulados 24 horas ap6s com uma 52 dose de AMD3100 parece aumentar o numero de CTH
no sangue periférico, porém ndo houve diferenca estatistica significativa quando comparado

ao grupo que recebeu 0 mesmo tratamento com G-CSF mais uma 52 dose de PBS, ou ao grupo
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dos animais tratados diariamente com PBS e estimulados 24 horas apds com uma 5?2 dose de
AMD3100.

Em relacdo as CTM, pode-se observar (Figura 07) que os animais tratados
diariamente com G-CSF durante 04 dias e 24 horas ap6s administrado uma 5% dose de PBS,
acontece uma mobilizacdo 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 apds a Ultima injecéo, foi administrado nos camundongos PBS, G-CSF ou
AMD3100. 60 minutos apés foi coletado o fémur esquerdo dos animais para analise das células por citometria de
fluxo. n=9 camundongos por grupo em triplicata. Para esta analise, foi utilizado o teste de analise de variancia
ANOVA One-way, com pés-teste de comparacdo multipla 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 apds a Ultima injecdo, foi administrado nos camundongos PBS, G-CSF ou
AMD3100. 60 minutos apés foi coletado sangue periférico através do plexo ocular dos animais para analise das
células por citometria de fluxo. n=9 camundongos por grupo em triplicata. Para esta analise, foi utilizando o teste
de analise de variancia ANOVA One-way, com pds-teste de comparacdo multipla 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 dssea e

sangue periférico

Ap6s a obtencdo de diferentes subpopulacbes de CT por meio de agentes
mobilizadores, as células isoladas foram colocadas em cultura para analise do efeito que esses
agentes exercem na expanséo, diferenciacdo e perfil de citocinas produzidas e secretadas no
meio de cultivo.

Nas culturas primarias (PO) de medula Ossea, foi observado uma populacdo
heterogénea de CT no inicio do periodo de cultivo (3° dia) (Figuras 8A, 9A, 10A, 11A e
12A), independente do estimulo (G-CSF) in vitro. Entretanto, a partir do 6° dia de cultura, ja
pode-se observar células com morfologia fibroblastoide (fusiforme), nas culturas que foram
estimuladas in vitro com G-CSF (Figuras 8G, 9G, 11G e 12G).

Essas populacdes celulares se tornam mais homogéneas a partir do 9° dia de cultivo,
apresentando morfologia fibroblastoide (fusiforme) alongadas e aderentes (Figuras 8G, 9G,
10G, 11G e 12G), progressivamente e de forma mais expressiva, até o 15° 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 formacdo de pequenas coldnias
(agregados celulares) (Figura 9H).

Nas culturas primarias (PO) de sangue periférico, a presenca de células com
morfologia fibroblastoide (fusiforme) alongadas foi observada a partir do 6° dia, apenas nas
cultura de células estimuladas in vitro com G-CSF (Figuras 13G, 14G e 17G), de forma
progressiva até o Ultimo dia de cultivo (15° dia). Também foi observado a formacdo de
colbnias celulares (Figura 13J). Nas culturas que ndo receberam G-CSF como estimulo em
cada troca de meio, foi observado uma maior frequencia destas células de morfologia
fibroblastoide a partir do 9° até o 15° dia de cultivo (Figuras 13, 14, 16 e 17).
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Figura 08. Cultura Priméria (P0) de células tronco derivadas da medula 6ssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas apds a Ultima
aplicacao foi administrado PBS, 60 minutos ap6s, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, | e J — estimuladas
com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastdide no 6°(G), 9°(H), 12°(1) e 15°(J) dia de cultivo.



Resultados

(SC-SE)

SUSPENSAO CELULAR (SC)
SEM ESTIMULO (SE)

MEDULA OSSEA - PBS/G-CSF

T
L%
EEL.)
S0
mwsQ
020
0=
IEo
ELU

>
%0
20
7

- © ot >4 3 G . I gt : ) © ) -
Al s @ ‘e <o % B[, . X C 3 O D > ® E B g% (%
so ¥ LS s . 4 . - _ ) ) < & $ J
oS o L% ~ e 2 s Y 3 » £ ( > % - © 9o P
£5.© o » ™ { & 1 3 (SN - 5 .
¢ < P Y . o e A J - - § s
o6 » . QQ.(( (&3 T BT TR C\ 20 & § % '€
b IS N Ao Nl (4 Q v Yk S A 9 o S SELe 3 L
8.0 o S* SN 235 o A ® g™ N 8 X R P,
% R N TN 25 IL AR < ) \ 2 < o o g
Qg ez O 0% s 3¢ e ‘ ; 6. v R R g o= S & ) - ® .
. s B " & : a7 e ¥ 40 2 y o2 < 4 *
. ) Y L % X S So .
g2 0 0. 8 1A WL g ' o % = 59 7 A, e S .
03 DIAS 06 DIAS 09 DIAS 12 DIAS 15 DIAS
; v L >4 ; 7 v >
Fl :' o’%‘ ‘e <o . G o ”, o H I N ;b ¥ J e
cso W o : / -
30 T putei® Fee? o ‘ « \ »0o;
- ¢ > %S = . » , 29 A \ A°h . /
ot € ® ¢ '-._ Fos QO ¢ e ¢ $ 3\ AL ! "-
% I A o . ?.‘. y- & \» () g iy, —_ s - \ ! ) D
A e © £ AN b o b, i el °
e © ©0 C iy 2 a Vo £ Dol > )
PR AN N %) Aas o %5 ¥e ws 7
K am N N . b K A 3 z
q ere e N, ) % | ~ \ 4 2
ol Gy - o8t . p q O 2’ 3} »
. O R y ' ’ vy r'e
s C €y 4 ‘I‘:‘ » 4 . - N \ o7
B o o ¥ o B X 7 Z W A ) 4 /
P B L EB e S, Sesee - ¢ 5 : ) )
.7 Qe fi*H .t B 0] 7 9 -

Figura 09. Cultura Priméria (PO) de células tronco derivadas da medula dssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas apds a Ultima
aplicacéo foi administrado G-CSF, 60 minutos ap6s, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, | e J — estimuladas
com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastdide no 6°(G), 9°(H), 12°(1) e 15°(J) dia de cultivo, e formacdo de

colbnias no 9°(H) dia cultivo.
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Figura 10. Cultura Priméria (PO) de células tronco derivadas da medula dssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas apds a Ultima
aplicacéo foi administrado AMD3100, 60 minutos apos, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, l e J —
estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastdide a parti do 9°(H), 12°(1) e 15°(J) dia de cultivo.
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Figura 11. Cultura Priméria (P0O) de células tronco derivadas da medula 6ssea de camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 horas apés a ultima
aplicacéo foi administrado PBS. 60 minutos apos, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, | e J — estimuladas
com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastéide a parti do 6°(G), 9°(H), 12°(1) e 15°(J) dia de cultivo.
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Figura 12. Cultura Primaria (P0) de células tronco derivadas da medula 6ssea de camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 horas apés a Ultima
aplicacdo foi administrado AMD3100, 60 minutos apos, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, l e J —
estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastdide a parti do 6°(G), 9°(H), 12°(1) e 15°(J) dia de

cultivo.
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Figura 13. Cultura Primaria (PO) de células tronco derivadas da medula 6ssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, € 24 horas ap6s a Ultima
aplicacdo foi administrado PBS, 60 minutos apods, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, | e J — estimuladas
com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastéide a parti do 6°(G), 9°(H), 12°(l) dia de cultivo e formacdo de

colbnias no 15°(J) dia de cultivo.
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Figura 14. Cultura Priméria (PO) de células tronco derivadas da medula dssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, e 24 horas apds a Ultima
aplicacdo foi administrado G-CSF, 60 minutos apos, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, 1 e J —
estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastdide a parti do 6°(G), 9°(H) e 15°(J) dia de cultivo.



Resultados

SUSPENSAO CELULAR (SC)

SEM ESTIMULO (SE)

(SC-SE)

SUSPENSAO CELULAR (SC)

COM ESTIMULO (G-CSF)

(SC+G-CSF)

SANGUE PERIFERICO — PBS/AMD3100

Deses o 0 = [ o

03 DIAS 06 DIAS 09 DIAS

12 DIAS

15 DIAS

Figura 15. Cultura Primaria (PO) de células tronco derivadas da medula 6ssea de camundongos tratados diariamente com PBS durante 04 dias, € 24 horas ap6s a Ultima
aplicacdo foi administrado AMD3100, 60 minutos apos, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, l e J —

estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido.
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Figura 16. Cultura Priméria (P0) de células tronco derivadas da medula dssea de camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 horas ap6s a Gltima
aplicacéo foi administrado G-CSF, 60 minutos ap6s, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, | e J — estimuladas
com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastide no 15°(E) dia de cultivo e a partir do 9°(H), 12°(1) e 15°(J) dia de

cultivo.
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Figura 17. Cultura Priméria (P0) de células tronco derivadas da medula dssea de camundongos tratados diariamente com G-CSF durante 04 dias, e 24 horas ap6s a Gltima
aplicagdo foi administrado AMD3100, 60 minutos apos, as células foram cultivadas e estimuladas ou ndo com G-CSF (A, B, C, D e E — sem estimulo; F, G, H, l e J —
estimuladas com G-CSF). Aumento 400X, MO invertido. Seta indica a presenca de células com morfologia fibroblastdide no 15°(E) dia de cultivo e a partir do 6°(G), 9°(H),

12°(1) e 15°(J) dia de cultivo.
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5.3 Caracterizacdo das CTM

No ultimo dia de cultivo celular (15° dia) foi realizada a dissociagdo enzimatica,

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

a superficie plastica das placas de cultura. As suspensdes celulares sem estimulo (SC-SE) ou

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

da medula dssea 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") apds a
tripsinizacdo no ultimo dia de cultivo celular (15° dia). Total de 05 grupos com n=9 camundongos por grupo. Foi
realizado pool das amostras em triplicata dos mesmos grupos, tanto de medula dssea quanto de sangue

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

cultura in vitro

Apos caracterizar-se a influéncia exercida por agentes mobilizadores para obtengédo de
CTM e CTH, na medula e sangue periférico, o proximo passo foi caracterizar o perfil de
citocinas produzidas por estas células in vitro.

Os dados demonstram que houve um aumento de IL-2 e IL-4 entre 0 9° e 12° dias de
cultivo de células de medula 6ssea, nos grupos estimulados in vitro com G-CSF (Figuras
19C, D, E e 20C, D, E). Na cultura de células do sangue periférico, 0 aumento observado de
IL-2 e IL-4 ocorreu entre 0 3° e 9° dias (Figuras 26C, D e 27C, D e E) nas culturas
estimuladas com G-CSF.

As Figuras 21 e 28 demostram que a producdo de IL-6 ocorreu entre 0 3° e 9° dias de
cultivo, tanto nas culturas de células da medula 6ssea (Figura 21A, B, C, D e E), quanto de
sangue periférico (Figuras 28C e E), e reduz de forma progressiva até o Gltimo dia de cultivo
(15° dia). Nas culturas de medula 6ssea que ndo foram estimuladas com G-CSF, os niveis de
IL-6 encontram-se aumentados em relacdo as culturas que receberam G-CSF como estimulo,
nos dias 6° (Figura 21C e E) e 9° (Figura 21A).

A IL-10, uma citocina anti-inflamatéria, apresentou aumento expressivo em culturas
de células de medula 6ssea estimuladas in vitro com G-CSF no 3° dia de cultivo (Figura 22C,
D e E) e no sangue periférico (Figura 29D e E), reduzindo sua concentracdo de forma
continua até o 15° dia de cultivo (Figura 22C, D e E). O mesmo efeito pode ser observado
nas culturas de medula 6ssea para as citocinas INF-y e TNF-o respectivamente, que assim
como a IL-10, apresentaram-se elevadas nas culturas de medula éssea (Figura 23 e 24C, D e
E). No sangue periférico, observa-se uma alta concentracdo de TNF-a no 3° dia (Figura 31D,
E), reduzindo de forma progressiva até o ultimo dia de cultivo.

Em relagdo a IL-17A, observa-se um aumento no 12° dia de cultura de células de
medula éssea (Figura 25C), mantendo-se estaveis nos diferentes dias de cultivo tanto de

medula éssea quanto de sangue periférico (Figura 32).
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Figura 19: Concentracdo da Citocina IL-2 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da
cultura de células-tronco de medula éssea nos diferentes grupos. Suspensdo Celular sem Estimulo (SC-SE= =),
Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*"), nos grupos estudados. O teste Cytometric beads
array (CBA) foi usado para quantificar as concentragfes da citocina IL-2 em cultura priméria e os resultados
foram expressos em valores de médias +desvio padrdo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI). “L? Ao
fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentracdo da Citocina IL-2 nas culturas
estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 20: Concentracéo da Citocina IL-4 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da
cultura de células-tronco de medula dssea nos diferentes grupos. Suspenséo Celular sem Estimulo (SC-SE= —+-),
Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*"), nos grupos estudados. O teste Cytometric beads
array (CBA) foi usado para quantificar as concentragfes da citocina IL-4 em cultura priméria e os resultados
foram expressos em valores de médias *desvio padrdo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI). “I” Ao
fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentracdo da Citocina IL-4 nas culturas
estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 21: Concentracdo da Citocina IL-6 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante da
cultura de células-tronco de medula éssea nos diferentes grupos. Suspensdo Celular sem Estimulo (SC-SE= =),
Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*), nos grupos estudados. O teste Cytometric beads
array (CBA) foi usado para quantificar as concentragfes da citocina IL-6 em cultura priméria e os resultados
foram expressos em valores de médias +desvio padrdo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI). “L? Ao
fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentragdo da Citocina IL-6 nas culturas
estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 22: Concentracéo da Citocina IL-10 segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante
da cultura de células-tronco de medula éssea nos diferentes grupos. Suspensao Celular sem Estimulo (SC-SE=
—+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*), nos grupos estudados. O teste Cytometric
beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentracdes da citocina IL-10 em cultura priméaria e os
resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrdo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).
“[” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentracdo da Citocina I1L-10 nas

culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 23: Concentracdo da Citocina IFN-y segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante
da cultura de células-tronco de medula éssea nos diferentes grupos. Suspensao Celular sem Estimulo (SC-SE=
-+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*), nos grupos estudados. O teste Cytometric
beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentra¢@es da citocina IFN-y em cultura primaria e oS
resultados foram expressos em valores de médias +desvio padréo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).
“I” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentragdo da Citocina IFN-y

nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 24: Concentragdo da Citocina TNF-a segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante
da cultura de células-tronco de medula 6ssea nos diferentes grupos. Suspensao Celular sem Estimulo (SC-SE=
—+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*), nos grupos estudados. O teste Cytometric
beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentracdes da citocina TNF-o em cultura primaria e oS
resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrédo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).
“[2” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentragio da Citocina TNF-a
nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 25: Concentracéo da Citocina IL-17A segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante
da cultura de células-tronco de medula 6ssea nos diferentes grupos. Suspensao Celular sem Estimulo (SC-SE=
—+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*), nos grupos estudados. O teste Cytometric
beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentrages da citocina IL-17A em cultura primaria e 0s
resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrédo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).
“[” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentragdo da Citocina IL-17A
nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 26: Concentracdo 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. Suspensao Celular sem Estimulo (SC-SE=
—+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF=-*), nos grupos estudados. O teste Cytometric
beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentragdes da citocina I1L-2 em cultura priméaria e 0s
resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrdo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).
“[2” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentracio da Citocina IL-2 nas

culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 27: Concentracdo 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. Suspensdo Celular sem Estimulo (SC-SE=
-+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*), nos grupos estudados. O teste Cytometric
beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentragbes da citocina IL-4 em cultura priméria e os
resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrdo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).
“[” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentragdo da Citocina IL-4 nas
culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 28: Concentracéo 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. Suspensao Celular sem Estimulo (SC-SE=
—+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF="*), nos grupos estudados. O teste Cytometric
beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentragbes da citocina IL-6 em cultura priméria e 0s
resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrédo da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).
“I2” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentracio da Citocina IL-6 nas

culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 29: Concentracdo 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. Suspensdo Celular sem Estimulo (SC-
SE=-+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF=-%), nos grupos estudados. O teste
Cytometric beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentragdes da citocina IL-10 em cultura primaria
e 0s resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrdo da Intensidade Média de Fluorescéncia
(MFI). “C” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentracdo da Citocina
IL-10 nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 30: Concentracdo da Citocina IFN-y segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante
da cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensdo Celular sem Estimulo (SC-
SE=-+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF=-%), nos grupos estudados. O teste
Cytometric beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentra¢des da citocina INF-y em cultura primaria
e 0s resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrdo da Intensidade Média de Fluorescéncia
(MFI). “C” Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentracdo da Citocina
IFN-y nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 31: Concentracdo da Citocina TNF-a segregada de acordo com o dia de Troca de Meio do sobrenadante
da cultura de células-tronco de sangue periférico nos diferentes grupos. Suspensdo Celular sem Estimulo (SC-
SE=-+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF=-*), nos grupos estudados. O teste
Cytometric beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentragdes da citocina TNF-o. em cultura
primaria e os resultados foram expressos em valores de meédias +desvio padrdo da Intensidade Média de
Fluorescéncia (MFI). “[2> Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentragéo
da Citocina TNF-o nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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Figura 32: Concentracéo 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. Suspensao Celular sem Estimulo (SC-
SE=-+), Suspensdo Celular Estimulada com G-CSF (SC+G-CSF=-*), nos grupos estudados. O teste
Cytometric beads array (CBA) foi usado para quantificar as concentragbes da citocina IL-17A em cultura
primaria e os resultados foram expressos em valores de médias +desvio padrdo da Intensidade Média de

Fluorescéncia (MFI). ¢

> Ao fundo foi utilizado para identificar o dia da troca de meio com maior concentragéo
da Citocina IL-17A nas culturas estimuladas com G-CSF dos diferentes grupos.
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6. DISCUSSAO

A mobilizacdo de sub-populacGes de células tronco derivadas da medula dssea é
diferencialmente regulado por fatores de crescimento que afetam a sua retencdo no nicho
medular (PITCHFORD et al., 2009).

O G-CSF é uma potente citocina produzida por varios tipos celulares da linhagem
hematopoiética como os monocitos, células progenitoras endoteliais, fibroblastos, células
precursoras mesenquimais e cardiomiocitos (FIBBE et al.,1988). A acdo do G-CSF consiste
na liberagdo de enzimas proteases no microambiente medular, as quais irdo clivar importantes
proteinas de ancoragem e ligacGes entre moléculas de adesdo (MENDEZ-FERRER;
FRENETTE, 2007).

Desta maneira, a mobilizacao e a subsequente saida de CT derivadas da medula dssea
para 0 sangue periférico é potencialmente mediada pela acéo regulatéria do G-CSF (MOHLE
et al., 1995). Estudos demonstram que apds a administracdo de G-CSF, ocorre a proliferagédo
e ativacdo de neutréfilos, e que de forma indireta, desempenham um papel crucial na
migracdo de células tronco da medula dssea. As enzimas secretadas por neutréfilos séo
capazes de clivar diferentes moléculas que participam da retencio 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-10 (PETIT et al., 2002).

Outras evidéncias apontam que a interacdo entre o Fator Derivado de Células
Estromais Alfa-1 (SDF-1a) e seu receptor cognato, o CXCR4, gera sinais que regulam o
trafico de CTH na medula 6ssea (PELUS et al., 2002). O SDF-la é uma quimiocina
produzida constitutivamente pelas células estromais da medula éssea e tem demonstrado
regular a adesdo destas células, sua sobrevivéncia e estado do ciclo celular (KAWABATA et
al., 1999; QING; JONES; SPRINGER, 1999).

Lapidot; Petit (2002), propdem um modelo no qual o G-CSF induz a baixa regulagio
do gene SDF-la pelas células estromais, e de maneira oposta, uma super regulagdo na
expressao dos genes das enzimas Metaloproteinase-9, Neutrofilo-elastase (NE) e Catepsina-G
(CG), que atuam na clivagem da ligacdo do SDF-1a ao seu receptor CXCR4, resultando na
mobilizacéo de células CD34" da medula 6ssea para o sangue periférico.

No entanto, embora 0 G-CSF seja atualmente o agente mais comumente utilizado para
a mobilizacdo de células-tronco hematopoiéticas, por causa da sua poténcia e relativa

seguranca, uma minoria de pacientes ndo conseguem mobilizar um nimero adequado de CTH
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com o uso do G-CSF, muitas vezes resultante de idade avangada ou extensa quimioterapia
(MORRIS et al., 2003; PEREA et al., 2001).

Em consisténcia 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 5° dia
uma dose de G-CSF, ndo foi observado um valor estatistico significativo em relagdo a
quantidade de CTH no sangue periférico. Entretanto, nos animais que receberam esse mesmo
tratamento diario 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 necessarias no minimo 04 doses diarias, para obtengdo do nUmero
suficiente dessas células para a circulagdo em modelo experimental.

Em contraste ao mecanismo de acdo do G-CSF, Levesque et al., (2004), sugerem um
modo alternativo de mobilizacdo em que ocorre uma inibicdo direta e reversivel, sem
clivagem proteolitica, de forma competitiva, pelo receptor CXCR4, ocasionando também uma
rapida mobilizacio de células CD34" para a circulagdo, como no caso do agente ndo-peptidico
AMD3100 (Plerixafor®).

O AMD3100 é um agente mobilizante promissor que tem demonstrado eficacia na
mobilizacdo de células-tronco hematopoiéticas autélogas em pacientes com Linfoma n&o-
Hodgkin (LNH) e Mieloma Multiplo (MM). Em Fase Ill 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 apds a administracdo do AMD3100 (240
Hg/kg) (DEVINE et al., 2004). Em nossos estudos, pode-se observar uma alta quantidade de
células CD34" na circulagio, 60 minutos ap6s a administracio de uma unica 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 migracdo de células CD34" da medula dssea para o sangue periférico, a
expressdo de um grande numero de genes é diferente entre essas células mobilizadas por esses
dois agentes. Os resultados demonstraram que nas células CD34" mobilizadas por G-CSF ha
uma expressdo de genes de neutrofilos e fagocitos mononucleares, além de niveis elevados de
miR-155, que é expresso durante o amadurecimento de células dendriticas. Em contraste com
as células CD34" mobilizadas pelo AMD3100, que foram propensas na expressio de genes de
células B, T e mastdcitos. Estes dados sugerem que o G-CSF mobiliza em maior propor¢édo
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células CD34" que estdo comprometidas com diferenciacdo na linhagem mieldide, enquanto
aquelas mobilizadas pelo AMD3100 sdo mais susceptiveis a linhagem linfoide e mastocitos.

Embora a administracdo do AMD3100 tenha se demonstrado eficiente na migracéo de
células CD34" para a circulagdo, curiosamente o0 mesmo resultado ndo foi observado no
presente estudo para a migracdo de células-tronco mesenquimais. Estes resultados corroboram
aos observados nas pesquisas de Pitchford et al., (2009), que demonstram uma baixa
mobilizacdo dessa sub-populacédo celular a partir do uso do AMD3100. Dessa maneira, pode-
se sugerir que o mecanismo de acdo do AMD3100 ndo é eficiente para mobilizacdo de sub-
populacdes de células tronco ndo-hematopoiéticas da medula déssea para a circulagdo. Como
demonstrado na Figura 07, as CTM estdo significativamente aumentadas no sangue
periférico apenas no grupo dos animais que receberam tratamento diario (04 dias) de G-CSF,
sugerindo que primariamente as CTM se diferenciam e expandem na medula dssea para
depois serem mobilizadas para o sangue periférico.

Atualmente, células-tronco (CD34") presentes no sangue periférico sio coletadas, de
forma aut6loga, ap6s mobilizacdo com G-CSF ou em combinacdo com quimioterapia. No
entanto, uma proporcéo significativa de pacientes ndo 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 ndo-Hodgkin (NHL) e Linfoma Hodgkin (LH), e
cerca de 6% de pacientes com Mieloma Multiplo (MM), que fizeram uso do G-CSF,
obtiveram insucesso na quantidade de células CD34" na circulagao.

Alguns trabalhos tém sugerido que a utilizacdo do G-CSF associado ao AMD3100 ¢
eficaz em relacdo a mobilizagdo de células CD34" (FLOMENBERG et al., 2005;
FRUEHAUF et al., 2009). Em nossos resultados ndo se percebeu de forma significativa um
aumento na quantidade de CTH no sangue periférico dos animais que fizeram uso da
associacdo do G-CSF com o AMD3100, em relacdo aos animais tratados com PBS e
administrados uma unica dose de AMD3100, ou nos animais que receberam doses diarias (04
dias) de G-CSF (Figura 07).

Em relacdo as CTM, em nossos resultados pode-se observar que a associacdo do G-
CSF com o AMD3100 diminuiu a mobilizacdo 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 associacdo desses agentes seja eficaz na
mobilizacio de células CD34", mas ndo para mobilizacido de CTM (Figura 07). Entretanto,

foi observado que nos animais que receberam tratamento apenas com G-CSF durante 04 dias,
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houve um aumento significativo do nimero de CTM no sangue periférico, em relacdo aos
demais grupos.

Kanellakis et al., (2006), Kawada et al., (2004) também observaram que ocorre
mobilizacdo de CTM para a circulacdo sistémica a partir do tratamento com G-CSF de
pacientes com infarto do miocardio. E ainda segundo Rochefort et al., (2006), CTM séao
mobilizadas para o sangue periférico por hipdxia através de uma série de mecanismos,
incluindo a modificacdo de fatores locais envolvidos na manutencdo de CTM no nicho
medular ou em outros tecidos, aumento da concentracdo de substancias quimiotaticas para
CTM e/ou aumento da permeabilidade vascular. Estes dados demonstram que as CTM podem
ser mobilizadas para o sangue periférico via estimulos distintos daqueles envolvidos na
mobilizacdo de CTH.

Os mecanismos de mobilizacdo de CTM para a corrente sanguinea sdo pouco descritos
na literatura. Provavelmente esses mecanismos séo diferentes dos envolvidos na mobilizagao
de CTH, embora existam alguns relatos que indicam que CTM séo detectadas no sangue
periférico apés o procedimento para mobilizacdo de células CD34" (TONDREAU et al.,
2005; WU et al., 2003).

O G-CSF é uma citocina importante na modulacdo da producdo de outras citocinas
(SANGANALMATH et al., 2011). Baseado nesse dado, o proximo passo no presente estudo
foi avaliar a producdo de citocinas em culturas de células-tronco derivadas da medula 6ssea e
sangue periféerico, que foram estimuladas ou ndo, com G-CSF.

IL-2 e IL-4 tém sido descritas como citocinas importantes na proliferacdo e
diferenciacdo de células CD34" (BYKOVSKAJA et al., 1998). As principais atividades
descritas para a IL-4 estdo relacionadas na determinacédo do perfil da resposta imune em T2 e
na proliferacdo e diferenciacdo de células B (LE et al., 1988). Dados da literatura descrevem a
tendéncia das CTM em favorecerem uma resposta T2 (LU et al., 2009). Neste estudo, pode-
se observar 0 aumento de IL-2 e IL-4 na fase final das culturas de células derivadas da medula
6ssea (Figuras 19C, D e 20C, D), o que pode estar relacionado com o fato das CTM estarem
aumentadas na fase mais tardia do cultivo (9° ao 15° 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 (3° ao 15° dia).

De acordo com Haser; Kajkenova; Lipschitz (1997), a IL-6 apresenta caracteristicas
inflamatdrias, participam da proliferacdo e crescimento de CTH e CTM, bem como na

diferenciacdo de linfocitos B e T e na regulacdo de respostas inflamatorias. E ainda segundo
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Chu (2013), o TNF-a é uma citocina pleiotropica que tem a capacidade de alterar a producéo
de outras citocinas e um importante denominador comum de muitas condic¢des inflamatorias.
Ao contrario do observado para as citocinas citadas anteriormente, em nosso estudo pode-se
observar que a IL-6 e 0 TNF-a estdo aumentados nos primeiros dias de cultura, tanto das
células derivadas da medula 6ssea quanto do sangue periférico, e diminuem a partir do 6° dia
de forma progressiva até o final do cultivo (Figuras 21, 24, 28 e 31). Esse achado pode estar
relacionado a alta proliferacdo celular, caracteristico dessas células nos primeiros dias de
cultivo.

Interessantemente observou-se que no 6° dia, as culturas que ndo foram estimuladas
com G-CSF apresentaram no sobrenadante uma alta concentragdo de IL-6 comparada as
culturas que recebiam G-CSF, sugerindo que em exposi¢Oes repetidas a esse fator, ocorre uma
diminuicdo e/ou inibicdo gradativa na producdo desta citocina (Figura 21C,E), em
concordancia com o observado nos trabalhos de Heard; Fink (1999), que demonstraram que 0
G-CSF diminui os niveis de IL-1p, TL-6, IL-8 em vérias condicdes.

O IFN-y é uma citocina produzida principalmente por células Tyl, mas também é
produzida pelas células TCDS8+, Tyd, NKT e NK e desempenha um papel central na regulacao
de respostas imunes tumorais (ALSHAKER; MATALKA, 2011). Maitra et al., (2004),
demonstram que quando o IFN-y esta presente em altas concentragdes, as CTM suprimem a
producdo de IFN-y pelas células T e diminuem os efeitos da Doenca do Enxerto contra o
Hospedeiro (GvDH - do inglés, Graft-versus-host disease) (DI NICOLA et al., 2002). Kang
et al., (2005) também observaram que CTM humanas reduzem a resposta litica de linfocitos T
citotoxicos (LTC) contra células mononucleares derivadas da medula 6ssea infectadas por
virus.

Em nossos resultados, foi observado que nas culturas de CT de medula Ossea e
estimuladas com G-CSF, ocorre uma alta secrecdo de IFN-y no meio, quando comparado as
culturas que ndo receberam nenhum estimulo, com reducgdo progressiva até os Ultimos dias de
cultivo, como demonstrado na Figura 23C, D e E. Para o sangue periférico ndo se observou
esse mesmo efeito, ocorrendo uma producdo variavel dessa citocina nos diferentes dias de
cultivo, independente do estimulo dado ou ndo (Figura 30).

As CTM desempenham uma potente atividade imunorreguladora, independentemente
do seu tecido de origem, através da secrecdo de citocinas, como a IL-10 (BURDON et al.,
2011). Os resultados apresentados em nosso estudo demonstram que h4 uma elevagédo de IL-

10, uma citocina anti-inflamatdria, no inicio do periodo de cultivo (3° dia), reduzindo a partir
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do 6° dia de forma continua até o tempo final do cultivo. Esses achados podem ser explicados
pela acdo do G-CSF que apresenta caracteristicas de estimular a producdo de citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10 (Figuras 22C, D, E; 29D, E) (CUERQUIS et al., 2014).

A interleucina-17A é uma citocina secretada principalmente por células Ty-17. Apesar
de IL-17 estar associada principalmente com a inducdo de inflamacdo do tecido, alguns
estudos tém mostrado uma relacdo desta citocina na proliferacdo e diferenciacdo de CTM
humanas, e um aumento na formacéo de unidades formadoras de coldnias de fibroblastos em
cultura a partir de células derivadas da medula éssea (HUANG et al., 2009).

Neste estudo, a producéo de IL-17A foi diferente da observada para as outras citocinas
inflamatdrias anteriormente citadas, tanto nas culturas de medula quanto de sangue periférico,
em todos os tempos de cultivo, independente do estimulo com G-CSF (Figuras 25 e 32).

Diante do exposto em relacdo as citocinas no presente estudo, podemos sugerir que o
G-CSF parece modular ou induzir a producéo de citocinas pro e anti-inflamatorias in vitro, e
também contribui para diferenciacdo das CTM, promovendo um ambiente favoravel para sua

manutencéo.
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CONCLUSAO

Os resultados sugerem que:

O G-CSF estimula a mobilizacdo de CTH e CTM da medula para o sangue periférico
de forma dose-dependente;

O AMD3100 mobiliza CTH para a circulacdo de forma rapida (uma hora apds sua
administracéo);

A associacdo do G-CSF com o AMD3100 nédo apresenta um efeito sinérgico para a
mobilizacdo de CTH da MO para o SP;

O mecanismo de acdo do AMD3100 ndo demonstra ser eficiente para mobilizacdo de
CTM para o SP;

A diferenciagdo de CTM parece estar relacionada com o G-CSF e outras citocinas
anti-inflamatorias e pro-inflamatorias;

O G-CSF parece modular ou induzir a producdo de diferentes citocinas.
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RESUMO

A medula 6ssea é o principal local descrito como reserva de sub-populacées de células-tronco
(CT), incluindo as células-tronco hematopoiéticas (CTH). Diferentes fatores estimulam
potencialmente a mobilizacdo dessas células para o sangue periférico. O AMD3100 tem
demonstrado agir na interrupcdo do eixo de retencdo CXCR4/SDF-lo estimulando a
mobilizacdo de células hematopoiéticas CD34" para a corrente sanguinea. O objetivo deste
estudo foi avaliar a influéncia do AMD3100 na mobilizacdo 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 ap0s a Gltima administracdo com
PBS ou AMD3100. As CTH mobilizadas foram identificadas por meio de marcadores
celulares especificos por citometria de fluxo. As anlises estatisticas foram realizadas com o
programa GraphPad Prism 5.0. Os resultados demonstraram uma mobilizacdo
estatisticamente significativa de CTH nos camundongos tratados com PBS e que receberam
uma 5% 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 rapida mobilizagdo de células CD34" para a circulagdo, diferentemente do G-CSF,

que age de forma dose-dependente.

Palavras-chave: Células-tronco, citocinas, medula dssea, mobilizacdo, AMD3100.



Anexo

INTRODUCAO

As células-tronco (CT) sdo definidas como células indiferenciadas e néo
especializadas, com propriedades de auto-renovacéo (proliferacdo) e diferenciacdo em diversas
linhagens celulares (ADEGANI et al., 2013). A medula 6ssea um tecido complexo que
alberga diferentes sub-populagdes de CT, entre elas estdo incluidas as células-tronco
hematopoiéticas (CTH) (HAWKINS et al., 2013).

As CTH originam todos os tipos de células sanguineas, incluindo linfdcitos,
eritrocitos, monacitos, granulécitos e plaquetas (KONDO; WEISSMAN; AKASHI, 1997;
AKASHI et al., 2000). Embora recentemente tenham surgido evidéncias de que as CTH
também tém a capacidade de se diferenciarem em outras linhagens celulares nao
hematopoiéticas (MENDRONE, 2009).

As CTH séo de facil obtencdo, uma vez que sdo células residentes na medula 6ssea (1
em 10* 2 1 em 10° de células nucleadas da medula 6ssea), que podem ser aspiradas
diretamente ou estimuladas a mover-se para corrente do sangue periférico, onde podem ser
facilmente recolhidas (LI; WU, 2011).

A identificacdo de CTH & proporcionada pela presenca de determinados marcadores de
superficie e auséncia de outros. Dentre os marcadores descritos, 0 CD34" é o que encontra um
amplo uso clinico, e é expresso nas diversas CTH provenientes da medula éssea. Embora ndo
seja uma molécula que defina especificamente a CTH, os dados descritos sugerem que a CTH
esta contida numa populacéo de células CD34" (ABDELHAY et al., 2009).

A aplicacdo dessas sub-populacbes de CT com fins terapéuticos, seja na regeneracéo
de tecidos, em doengas auto-imunes ou em doencas cronico-degenerativas, tem sido
amplamente utilizada (REN et al., 2010). Uma estratégia para a obtencdo de células CD34" é
estimular a mobilizacdo dessas celulas da medula dssea para circulacdo periférica, através de
agentes mobilizadores. O estabelecimento de uma metodologia de isolamento de CTH de
sangue periférico € bastante atraente, por tal procedimento garantir uma fonte dessas células
gue nao requer um método invasivo como extracdo de medula 6ssea (BREHM; ZEUS;
STRAUER, 2002). Dessa maneira, este estudo propde avaliar a mobilizacdo de CTH para o

sangue periférico a partir de agentes mobilizantes peptidicos e ndo peptidicos.
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MATERIAL E METODOS

Tipo de Estudo: Este estudo se caracteriza por uma pesquisa com experimentacdo em
modelo animal de laboratdrio, 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 mobilizagdo de sub-

populacdes de células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea para o sangue periférico.

Informagdes Eticas: O presente estudo foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Amazonas (CEUA-UFAM) e respeitou os principios de
cuidados com animais de laboratdrio de acordo com a lei n°6638 da Republica Federativa do
Brasil de 08 de maio de 1979, que trata de normas para as praticas didatico-cientifico da

vivissecgdo de animais.

Populagdo de Estudo: Para este estudo foram utilizados 45 camundongos machos BALB/c
com 3-4 semanas de vida, provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — USP. Esses camundongos foram mantidos em estantes e gaiolas
apropriadas, alimentados com racdo padréo e agua, com controle de luz (ciclos de 12 horas),
temperatura e umidade, no Biotério da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). O
experimento foi constituido por 05 grupos experimentais, com 09 camundongos cada, tratados
diariamente com PBS (160ul i.p.) ou G-CSF (200ug/kg i.p.) (VILAS-BOAS et al., 2006)
durante 04 dias. 24 horas ap0s a ultima injecdo foi administrado nos camundongos PBS ou
AMD3100 (5 mg/kg i.p.) (PITCHFORD et al., 2009). 60 minutos ap6s foi coletado o sangue
periférico com pipeta Pasteur heparinizada através do plexo ocular para realizacdo da
imunofenotigem ex vivo das células CD34" circulantes por citometria de fluxo.

Anélise estatistica: Para as analises estatisticas foi utilizando o software GraphPadPrism®
5.0. Os resultados foram analisados a partir do teste de analise de variancia ANOVA One-way,
com pOs-teste para a analise das correlacbes de comparacdo mdaltipla Tukey's. Foi utilizado
intervalo de confianca de 95% e os dados considerados com significancia estatistica foram

aqueles que apresentaram p valor < 0,05.
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RESULTADOS

O presente estudo avaliou a influéncia do G-CSF e/ou AMD3100 na mobilizacao de
CTH da medula 6ssea para o sangue periférico. O nimero de CTH e CTM foi determinado 60
minutos apds a administracdo 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 ap6s administrado uma 5% dose de AMD3100, acontece uma alta
mobilizacdo de CTH para o sangue periférico. Esta diferenca foi estatisticamente significativa
(p=0,0002), quando comparado com os animais que receberam as mesmas 04 doses de PBS
mais uma 5% dose de PBS (grupo controle) ou de G-CSF. Nos animais tratados diariamente
com G-CSF durante 04 dias e 24 horas ap6s administrado uma 52 dose de PBS ou AMD3100,
também percebe-se um aumento significativo no nimero de CTH circulantes, quando
comparado com 0s grupos de animais que receberam administracoes diarias de PBS mais uma
52 dose de PBS (grupo controle) ou de G-CSF.

A associacdo do tratamento diario dos animais com G-CSF durante 04 dias e
estimulados 24 horas ap6s com uma 52 dose de AMD3100 parece aumentar o nimero de CTH
no sangue periférico, porém ndo houve diferenga estatistica significativa quando comparado
a0 grupo que recebeu 0 mesmo tratamento com G-CSF mais uma 52 dose de PBS, ou ao grupo
dos animais tratados diariamente com PBS e estimulados 24 horas ap6s com uma 5?2 dose de
AMD3100 (Figura 01).
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DISCUSSAO

A mobilizacdo de sub-populacGes de células tronco hematopoiéticas derivadas da
medula 6ssea é diferencialmente regulada por fatores de crescimento que afetam a sua
retencdo no nicho medular (PITCHFORD et al., 2009).

O G-CSF é uma potente citocina produzida por varios tipos celulares da linhagem
hematopoiética como os monacitos, células progenitoras endoteliais, fibroblastos, células
precursoras mesenquimais e cardiomiocitos (FIBBE et al.,1988). A acdo do G-CSF consiste
na liberagdo de enzimas proteases no microambiente medular, as quais irdo clivar importantes
proteinas de ancoragem e ligacGes entre moléculas de adesdo (MENDEZ-FERRER;
FRENETTE, 2007).

Desta maneira, a mobilizacao e a subsequente saida de CT derivadas da medula dssea
para 0 sangue periférico é potencialmente mediada pela acéo regulatéria do G-CSF (MOHLE
et al., 1995). Estudos demonstram que apds a administracdo de G-CSF, ocorre a proliferagédo
e ativacdo de neutréfilos, e que de forma indireta, desempenham um papel crucial na
migracdo de células tronco da medula dssea. As enzimas secretadas por neutréfilos séo
capazes de clivar diferentes moléculas que participam da retencéo 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-10 (PETIT et al., 2002).

Outras evidéncias apontam que a interacdo entre o Fator Derivado de Células
Estromais Alfa-1 (SDF-1a) ¢ seu receptor cognato, 0 CXCR4, gera sinais que regulam o
trafico de CTH na medula 6ssea (PELUS et al., 2002). O SDF-la é uma quimiocina
produzida constitutivamente pelas células estromais da medula éssea e tem demonstrado
regular a adesdo destas células, sua sobrevivéncia e estado do ciclo celular (KAWABATA et
al., 1999; QING; JONES; SPRINGER, 1999).

Lapidot; Petit (2002), propdem um modelo no qual o G-CSF induz a baixa regulagio
do gene SDF-1a pelas células estromais, e de maneira oposta, uma super regulagdo na
expressao dos genes das enzimas Metaloproteinase-9, Neutréfilo-elastase (NE) e Catepsina G,
que atuam na clivagem da ligagdo do SDF-la ao seu receptor CXCR4, resultando na
mobilizacéo de células CD34" da medula 6ssea para o sangue periférico.

No entanto, embora 0 G-CSF seja atualmente o agente mais comumente utilizado para
a mobilizacdo de células-tronco hematopoiéticas, por causa da sua poténcia e relativa

seguranca, uma minoria de pacientes ndo conseguem mobilizar um nimero adequado de CTH
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com o uso do G-CSF, muitas vezes resultante de idade avangada ou extensa quimioterapia
(MORRIS et al., 2003; PEREA et al., 2001).

Em consisténcia 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 5° dia
uma dose de G-CSF, ndo foi observado um valor estatistico significativo em relagdo a
quantidade de CTH no sangue periférico. Entretanto, nos animais que receberam esse mesmo
tratamento diario com G-CSF, percebeu-se um aumento estatisticamente significativo nessas
células. Dessa forma, evidencia-se que 0 G-CSF parece agir de forma dose-dependente, sendo
necessarias no minimo 04 doses diarias, para obtengdo do numero suficiente dessas células
para a circulacdo em modelo experimental.

Em contraste ao mecanismo de acdo do G-CSF, Levesque et al., (2004), sugerem um
modo alternativo de mobilizacdo em que ocorre uma inibicdo direta e reversivel, sem
clivagem proteolitica, de forma competitiva, pelo receptor CXCR4, ocasionando também uma
rapida mobilizacio de células CD34" para a circulagdo, como no caso do agente ndo-peptidico
AMD3100 (Plerixafor®).

O AMD3100 é um agente mobilizante promissor que tem demonstrado eficacia na
mobilizacdo de células-tronco hematopoiéticas autélogas em pacientes com Linfoma n&o-
Hodgkin (LNH) e Mieloma Multiplo (MM). Em Fase Ill 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 apds a administracdo do AMD3100 (240
Hg/kg) (DEVINE et al., 2004). Em nossos estudos, pode-se observar uma alta quantidade de
células CD34" na circulagio, 60 minutos ap6s a administracio de uma unica 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 migracdo de células CD34" da medula dssea para o sangue periférico, a
expressdo de um grande numero de genes é diferente entre essas células mobilizadas por esses
dois agentes. Os resultados demonstraram que nas células CD34" mobilizadas por G-CSF ha
uma expressdo de genes de neutrofilos e fagocitos mononucleares, além de niveis elevados de
miR-155, que é expresso durante o amadurecimento de células dendriticas. Em contraste com
as células CD34" mobilizadas pelo AMD3100, que foram propensas na expressio de genes de
células B, T e mastdcitos. Estes dados sugerem que o G-CSF mobiliza em maior propor¢ao
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células CD34" que estdo comprometidas com diferenciacdo na linhagem mieldide, enquanto
aquelas mobilizadas pelo AMD3100 sdo mais susceptiveis a linhagem linféide e mastocitos.

Atualmente, células-tronco (CD34") presentes no sangue periférico sio coletadas, de
forma autdloga, ap6s mobilizacdo com G-CSF ou em combinagdo com quimioterapia. No
entanto, uma proporcao significativa de pacientes ndo 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 ndo-Hodgkin (NHL) e Linfoma Hodgkin (LH), e
cerca de 6% de pacientes com Mieloma Multiplo (MM), que fizeram uso do G-CSF,
obtiveram insucesso na quantidade de células CD34" na circulagéo.

Alguns trabalhos tém sugerido que a utilizagdo do G-CSF associado ao AMD3100 é
eficaz em relacido a mobilizacio de células CD34" (FLOMENBERG et al., 2005;
FRUEHAUF et al., 2009). Em nossos resultados ndo se percebeu de forma significativa um
aumento na quantidade de CTH no sangue periférico dos animais que fizeram uso da
associacdo do G-CSF com o AMD3100, em relagdo aos animais tratados com PBS e
administrados uma Unica dose de AMD3100, ou nos animais que receberam doses diarias (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 apds a Ultima injecéo, foi administrado nos camundongos PBS, G-CSF ou
AMD3100. 60 minutos apos foi coletado sangue periférico através do plexo ocular dos animais para analise das
células por citometria de fluxo. n=9 camundongos por grupo em triplicata. Para esta analise, foi utilizando o teste
de andlise de variancia ANOVA One-way, com pés-teste de comparagdo multipla de Tukey's. Os dados foram
considerados significativos p <0.05, representado “—” (CTH *p=0,0002; CTM *p<0,0001).
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