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RESUMO

A medula dssea constitui um dos orgdos mais importantes na vida de pds-natos, pois realiza
fungdes essénciais para a homeostase do organismo humano. Destacamos entdo duas
linhagens que coexistem e interagem no nicho endosteal, sdo elas as células-tronco
hematopoiéticas (HSC) e as células-tronco mesenquimais estromais (do inglés Bone marrow
Mesenchymal Stroma Cell -BMSC). As HSC sdo progenitores hematopoiéticos que vao dar
origem a toda linhagem de células sanguineas, o que inclui progenitores linfoides, mieldides e
consequentemente as plaquetas. JA& as BMSC sdo derivadas da camada intermédia
geeminativa: 0 mesoderma. Na medula déssea, essas células fazem parte do estroma medular,
onde sdo denominadas de células reticulares do estroma, que por sua vez tem acdo direta de
suporte & hematopoiese. In-situ, sdo responsaveis pelo processo continuo de reparo e
regeneracdo de células dos tecidos conjuntivos constituintes da medula, tais quais:
osteoblastos (0sso), condroblastos (cartilagem), adipdcitos (gordura), fibroblastos e estroma
medular. Dessa forma, a diferenciacdo em linhagens mesénquimais € inata as BMSC,
contudo elas ainda podem ser induzidas a sofrer transdiferenciacdo, tanto in vitro quanto in
Vivo, 0 que caracteriza que as células mesenquimatosas podem ainda dar origem a hepatécitos,
células R-pancreaticas, células renais, células da cdrnea, cardiomidcitos e até mesmo em
neurdnios mielinizados. Destacamos ainda outras caracteristicas muito importantes das
BMSC como a capacidade de migrar até o site de lesdo, e no local de injuria, elas secretam
fatores imunomodulatérios, que vao agir regulando a inflamacdo local e posteriormente a
secrecdo de fatores troficos promovem a regeneracdo do tecido. Devido a todas essas
vantagens, as células mesénquimais sdo de extrema relevancia para o tratamento de diversas
condicOes patoldgicas graves, que sdo potencialmente reversiveis com o uso de terapia celular
autéloga. Porém, devido a baixa concentracdo das células estromais mesenquimais na medula
fresca, elas sdo insuficientes para transplante imediato e por isso, a expansdo das mesmas in
vitro torna-se esséncial. Atualmente o protocolo de isolamento e expansdo das BMSC,
denominadas unidades formadoras de col6nias in vitro € amplamente reproduzido ao redor do
mundo. No entanto a adi¢do do soro fetal bovino (SFB), universalmente utilizado em cultura
de células como fonte exdgena de fatores de crescimento, apesar de ser influente na atividade
proliferativa das BMSC, torna o tratamento xendfobo, ou seja, as células cultivadas sob
influéncia de SFB sdo rejeitadas pelo organismo humano. Portanto devido as contra-
indicacbes acarretadas com o uso do SFB em cultura, nosso estudo sugere como fonte

alternativa de fatores de crescimento exdgeno o uso do plasma rico em plaquetas (PRP), afim



de verificar sua influéncia sobre o potencial de aderéncia e proliferagdo das BMSC in vitro. O
PRP constitui um concentrado de plaquetas, diluidas em uma minima quantidade de plasma
pobre em plaquetas (PPP), constituido basicamente por soro, ambos obtidos a partir do sangue
periférico. Ao interagir com as células em cultura, a lise das plaquetas culmina na liberacéo de
varios fatores de crescimento, o que tem papel direto na adesdo e na proliferacdo das BMSC
in vitro. As amostras de BMSC foram obtidas a partir de raspado medular do acetabulo iliaco
de pacientes adultos (homens e mulheres) com indicacéo clinica para o implante de protese de
quadril, onde este material que seria descartado ap6s a cirurgia, foi coletado por nossa
equipe, para que fosse possivel o isolamento (baseado na aderéncia de UFC-F in vitro) e
expansdo (proliferacdo) das células mesenquimais estromais in vitro. As células foram
cultivadas em suas densidades iniciais [4x10%] e [8x10%] e entdo foram suplementares com
PRP 1% ; PRP 2,5% e PRP 5%, mantendo o SFB 10% como controle, verificando-se ap0s
quatorze dias, a influéncia dos mesmos sob a aderéncia e proliferacdo das BMSC em cultura.
Logo foi observado que mesmo em baixas concentracfes, 0 PRP demonstra interferéncia
significativa no numero de coldnias obtidas, assim como no tamanho das mesmas. Dessa
forma o tratamento do grupo controle (SFB 10%) apresentou taxas de adesdo e atividade
proliferativa proximas as obtidas com o PRP 1%. Conforme aumentamos a concentragdo de
PRP adicionado ao meio de cultura, aumentamos também as taxas obtidas. Assim, os
resultados adquiridos com PRP 2,5% e PRP 5% foram consideravelmente superiores ao SFB
10% quanto a influéncia no isolamento e na expansdo das BMSC. Tendo em vista que uma
concentracdo muito menor de PRP ja é o suficiente para ativar os pontenciais proliferativos
desempenhados pelas BMSC, sendo que com o PRP, além de obtermos mais coldnias, essas
apresentam areas maiores quando comparadas com o SFB. As colbnias cultivadas sob
influéncia de PRP, apresentam ainda uma morfologia discretamente distinta das células
observadas com o soro animal, sendo células maiores do que as obtidas com o soro. Dessa
forma o PRP 2,5% demonstrou maior eficiéncia de formacdo de coldnia, onde as coldnias
obtidas sdo maiores e mais densas. Ja 0 PRP 5% apresentou uma amplificagéo significativa
nessas taxas, onde devido a alta concentracdo de colnias formadas e alta taxa de proliferacéo
das mesmas, ao décimo segundo dia de cultura essas células ja se encontravam em
subconfluéncia. Dessa forma nosso estudo propde que o plasma rico em plaquetas pode ser
utilizado em cultura de BMSC, visando substituir a utilizacdo do soro fetal bovino em
culturas de células humanas, visto que as plaquetas realizam influéncia significativa na

aderéncia das UFC-F e ainda na atividade proliferativa das coldnias formadas.



Palavras-chave: medula-6ssea, células-tronco mesenquimais estromais, plasma rico em

plaquetas, isolamento, expansédo, modelo in vitro.



ABSTRACT

The bone marrow composes one of the most important organs in postnatal life, due to its
essential functions in the homeostasis of the human organism. Two lineages coexist and
interact in the endosteal niche, they are Hematopoietic Stem Cell (HSC) and Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cell (BM-MSC). The HSC are hematopoietic progenitors that will give
rise to all blood cell lineages, which includes lymphoid progenitors, myeloid progenitors and
consequently platelets. The BMSC are originated from intermediary germ layer, the
mesoderm. In the bone marrow, these cells are part of the marrow stroma, where they are
denominated reticular stromal cells, thus acting directly to support the hematopoiesis. In situ,
they are responsible for the continuous process of repairing and regenerating the cells of the
connective tissue which forms the marrow, such as osteoblasts (bones), chondrocytes
(cartilage), adipocytes (fat), fibroblasts (tendon and ligament), myoblasts (muscle) and
marrow stroma. In that way, the differentiation in mesenchymal lineages is innate to BMSC,
although they can still be induced to suffer cell transdifferentiation, such in vitro as in
vivo.Therefore, Mesenchymal cells can yet give rise to hepatocytes, B-pancreatic cells, kidney
cells, cornea cells, cardiomyocytes and even myelinated neurons. Giving emphasis to other
major characteristics of the BMSC, they have the ability to migrate to the site of the lesion,
and at the site of injury, they secrete immunomodulatory factors, which will act adjusting the
local inflammation and later the secretion of trophic factors will promote the regeneration of
the tissue. Due to all these advantages, the mesenchymal cells are extremely relevant to the
treatment of many serious pathological conditions that are potentially reversible with the use
of autologous cell therapy. But, since the concentration of mesenchymal stromal cells in fresh
samples of marrow is very low, they are not enough for immediate transplant, which
requiresexpansion in-vitro. Nowadays, the isolation and expansion protocol of BMSC, called
Colony Forming Units in-vitro, is extensively reproduced around the world. Nevertheless, the
addition of Fetal Bovine Serum (SFB), universally used in cell culture as exogenous growth
factors, in despite of being influent in the proliferation of the BMSC, it causes the treatment to
be xenophobic, as the cells that are cultivated under the influence of SFB are rejected by the
human organism. So, because of the cons caused by the use of SFB in cultures, this study
suggests as an alternate idea of exogenous growth factors the use of platelets rich plasma
(PRP), in order to verify the influence in adherence and proliferation of the BMSC in-vitro.
The PRP composes pellet of platelets, diluted in a minimum concentration of platelet-poor
plasma (PPP), formed basically by serum, both coming from the peripheral blood. When
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interacting with the cells in culture, platelet lysis culminates in the liberation of many growth
factors, which is directly related to the adherence and proliferation of the BMSC in-vitro. The
samples were obtained by scraping the medullary acetabulum of adult patients (men and
women) with medical indication to the implant of hipbone prosthesis, where the material that
would be discarded after the surgery was collected by our group to create the possibility of
isolation and expansion (proliferation) of the mesenchymal stromal cells (based on the
adherence of UFC-Fin-vitro). The cells were plated in their own initial density (4x10%) and
(8x10% and then added PRP 1%, PRP 2,5% and PRP 5%, maintaining the SBF 10% as
control, verifying after 14 days its influence on adherence and proliferative activity of the
BMSC in culture. Therefore, it was observed that even in low concentrations, the PRP shows
a significant interference in the number of obtained colonies, alsoin their size. Thus, the
treatment of the “control group” (SBF 10%) resulted in adherence and proliferation rates
similar to the ones obtained with the PRP 1%. As we increase the concentration of PRP added
to the culture, we also increase the obtained rates. In consequence of that, the results acquired
with PRP 2,5% and PRP 5% were considerably higher than SFB 10%, regarding the influence
on isolation and on expansion of the BMSC. Therefore, a much smaller concentration of PRP
is enough to activate the potentials of the BMSC, and besides obtaining more colonies, these
present larger areas when compared to colonies cultured in SFB. The colonies plated under
the influence of PRP, display yet a discretely distinct morphology from the cells that were
observed with the animal serum, being larger than the cells that were obtained with the serum.
In this way, the PRP 2,5% demonstrated a bigger colony forming efficiency, where the
colonies obtained are larger and denser. Now, the PRP 5% displayed a significant
enlargement of these rates, in which due to the high concentration of the formed colonies and
the high rate of their proliferation, in the 12%" day of culture these cells had already been in
subconfluency. Thus, this study proposes that the platelet-rich plasma can be used in BMSC
cultures, intending to substitute the use of SFB in human cell cultures, having that the
platelets do accomplish a significant influence in the adherence of the UFC-F and also in the

proliferative activity of the formed colonies.
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1. INTRODUCAO

As primeiras células-tronco adultas foram descritas em meados de 1900 pelo
pesquisador Russo Alexander Maximow, que sugeriu pela primeira vez a existéncia de um
grupo restrito de celulas na medula déssea responsaveis por dar origem a todas as células
sanguineas circulantes (AFANASYEYV et al., 2009). Esses progenitores hematopoiéticos ddo
origem as células linhagem hematoldgica, logo podem gerar precursores linféides e mieldides,
e assim esses progenitores recebem o nome de células-tronco hematopoiéticas (HSC). Dessa
as HSC, tem a capacidade de se auto-renovar, e originar precursores que seguindo o modelo
hierarquico proposto para a diferenciacdo de cada linhagem, podem dar origem a eritrécitos,
leucdcitos, linfdcitos e plaquetas (OGAWA, 1993). E por isso sdo de grande importancia para
0 tratamento de pacientes portadores dos diversos tipos de doencas hematoldgicas
(KORBLING et al., 1981; GLUCKMAN et al., 1989; DICK, 1997; RAFF, 2003).

As celulas-tronco estromais mesénquimais derivadas da medula 6ssea (em inglés:
Bonemarrow Mesenchymal Stromal Cell - BMSC) apresentam particularidades que as tornam
uma das mais promissoras bases de pesquisa da atualidade. Nas Ultimas décadas, o uso clinico
dessas células em varios ramos da medicina regenerativa tem gerado resultados
entusiasmantes no que se trata de regeneracdo tecidual, por isso sdo consideradas pela
comunidade cientifica como uma das mais impactantes revolucBes cientificas desde o
desenvolvimento dos antibidticos (GRECO, 2008).

Nos ultimos anos, foi descrita outra CTA de grande importancia, os pericitos. Os
pericitos sdo derivados da crista neural no desenvolvimento do embrido e 0s que permanecem
na vida adulta sdo de origem mesodérmica e habitam os diversos tecidos do corpo (DIAZ-
FLORES et al., 2009).

Dentre as CTA’s adultas, as que mais tem se destacado ultimamente, sendo o foco
de inimeras pesquisas e também a base do nosso estudo, sédo as células-tronco mesenquimais
estromais derivadas da medula 6ssea (BMSC). As BMSC apresentam uma plasticidade muito
grande, sendo capazes de se comprometer com diversas linhagens (WAGERS &
WEISSMAN). Os fenotipos inatos assumidos pelas BMSC, séo as linhagens cléssicas:
osteoblastos, condroblastos e adipécitos (FRIEDENSTEIN, CHAILAKHIJAN &
LALYKINA, 1970; FRIEDENSTEIN, CHAILAKHYAN & GERASIMOV, 1987). Essas
celulas apresentam a capacidade inata de se diferenciar em células do tecido esquelético,
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assim podem originar tecidos conjuntivos como: 0sso, cartilagem, tendao, ligamento, estroma
medular, derme, tecido adiposo e masculo (CAPLAN et al., 1988; OWEN et al., 1988).

Além de todo poténcial de diferenciacgdo, alta capacidade proliferativa e poténcial
de autorenovacdo, as BMSC contam ainda com algumas caracteristicas especiais. Elas
possuem receptores de superficie para as quimiocinas secretadas pelas células danificadas.
Acredita-se que o fator-1 de células derivadas do estroma (SDF-1) e proteinas G se acoplam a
molécula de adesdo CXCR-4, o que culmina numa migracdo quimiotética até o site de lesdo
(BHAKTA, HONG & KOC, 2006; SASAKI et al., 2008; GRANERO-MOLTO et al., 2009,
KITAORI et al., 2009). E ao interagirem com as células lesadas, as BMSC come¢cam a
secretar diversas moléculas bioativas importantes no papel de regeneracdo dos tecidos lesados
(CAPLAN & CORREA, 2011).

Dentre os diversos mecanismos reparadores, damos destaque as: 1- Moléculas
imunomodulatérias - que vao atuar impedindo que o sistema imune desenvolva uma resposta
inflamatdria contra as proprias BMSC. Elas podem também auxiliar o sistema imune
ativamente, ajudando a remover as células injuriadas (YOO et al., 2009; NAUTA, 2007); 2 -
Moléculas tréficas - responsaveis por recrutar outras células que vao atuar na recuperacdo do
tecido lesionado, além dos fatores de crescimento e citocinas também liberados pelas BMSC,
que atuam de forma autdcrina ou paracrina nas células saudaveis do tecido, auxiliando na
regeneracdo do mesmo (CAPLAN & DENNIS, 2006; GNECCHI et al., 2008). Devido a essas
caracteristicas determinantes, as BMSC sdo de grande importancia na medicina regenerativa e

tem revelado resultados impactantes principalmente na area da terapia celular.
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2- CARACTERISTICAS DAS BMSC IN-SITU
2.1 - MEDULA OSSEA

A medula 6ssea é um érgdo complexo encontrado ocupando 0 espaco entre as
trabéculas da cavidade esponjosa dos 0ssos chatos e nos longos, é encontrada nas epifises. Ela
pode ser dividida em medula amarela, que se concentram nas diéfises dos 0ssos longos e séo
constituidos em sua maioria por células adiposas, sendo um tecido altamente vascularizado.
De acordo com a idade do individuo, os adipécitos se multiplicam e ocupam cada vez mais
espaco na diafise. Assim estdo presentes em baixas concentracdes na medula de neonatos e
com o passar dos anos, passam a constituir a maior parte da medula éssea nos mais velhos,
porém em caso de necessidade, ela pode se converter a medula dssea vermelha,
desempenhando fungdo hematopoiética (CAPLAN, 2007).

Logo a medula 6ssea vermelha se concentra nas epifises dos 0ssos longos, nos
0ssos chatos e também no esterno, costelas, vértebras e dentre suas diversas funcdes, a
principal é a hematopoiese. Destaca-se que a medula 6ssea € um dos principais 6rgéos do
corpo humano, sendo responsavel pela producdo de mais de 6 bilhdes de células por dia, o

que € modulada de acordo com a necessidade de cada individuo.

J& o estroma medular é extremamente vascularizado, e conta com uma rica matriz
extracelular, composta de fibronectina, hemonectina, laminina, colageno tipo | e colageno tipo
Il e proteoglicanas.( CASTRO-MALASPINA et al., 1980). O estroma da medula 6ssea
vermelha é constituido por uma variedade de células, assim como fibroblastos, osteoblastos,
macrofagos, adipdcitos (em menor quantidade que na medula amarela), células endoteliais e

células reticulares estromais (refere-se também as BMSC).

As BMSC, assim como as outras células mesenquimais sdo derivadas dos
pericitos (potanto possuem origem mesordermal). Na medula Gssea especificamente, 0s
pericitos se encontram repousando sobre os sinuséides medulares. No nicho endosteal, os
pericitos ddo origem as BMSC, por sua vez compde o estroma medular. Essas células além
de participar na regeneracdo de outros tipos celulares, in situ elas atuam em conjunto com as

HSC desempenhando papel direto de suporte a hematopoiese (CAPLAN, 2008).
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Figura 1 - NIChO endosteal onde se Iocallzam as linhagens de células-troco adultas da medula 6ssea. Destaca-se
a organizacdo das BMSC e das HSC pelo estroma medular, assim como 0s outros componentes celulares da
medula, evidenciando as células estromais de suporte 4 hematopoiese. Disponivel em:
http://www.celulastroncobrasil.com.br/Novidades/Novidade/Tipos-de-CelulasTronco-embrionarias-x-adultas/1
Acesso em maio de 2016.

2.1.1-PERICITOS

Nos ultimos anos houve a descricdo da localizacdo das células-tronco
mesenquimais adulta, os pericitos. Os pericitos sdo células-tronco derivadas da camada
germinativa mesodérmica e nos tecidos adultos, os pericitos sdo encontrados nos diversos

tecidos vascularizados do corpo, inclusive na extensa rede de sinusoides da medula dssea.

Além dos marcadores cléssicos de pericitos (CD146, a-SMA, NG2, PDGF-Rp e
fosfatase alcalina), estes expressam também os marcadores de células-tronco mesenquimais
(CD73, CD90 e CD105), e Essas células tem a capacidade de se diferenciar em multiplas
linhagens mesenquimais in-vivo (TAICHMAN et al., 2010). Devido a essas caracteristicas, 0s
pericitos sdo descritos como progenitores direto dos diversos subtipos de células-tronco
mesenquimais multipotentes, sendo, por tanto, mais primitivos na cascata de diferenciagdo
2008; CORSELLI ET al.,
descrevem que cada tecido do corpo humano apresenta suaprépria sub-populagéo de células-
tronco mesenquimais (CTM) (DA SILVA MEIRELLES et al., 2006).

mesenquimal (CRISAN et al., 2010). E por isso, alguns estudos
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Com isso, no nicho medular, os pericitos sdo progenitores das BMSC, onde
mantém o potencial de diferenciacdo e ainda sdo células que dao suporte direto a
hematopoiese, dessa forma essas células sdo capazes de reestabelecer o microambiente
hematopoiético quando transplantadas em ratos letalmente irradiados (BRIGHTON et al.,
1992; ZHANG et al., 2009; BALDUINO et al., 2010)

Uma tese desenvolvida por Caplan, sugere que 0s pericitos enquanto quiescentes,
permanecem repousados sobre as células endoteliais na superficie abluminal de todos os
vasos do corpo, porém uma vez que o tecido é lesionado, ocorre a disassociacdo dos pericitos
da vasculatura tecidual local. Ao se soltarem dos vasos, 0s pericitos se transformam em
células-tronco mesenquimais, onde essas por sua vez, sao atraidas quimiotaticamente para o
site de lesdo, onde a interacdo com as células danificadas desencadeia a liberacdo de uma
série moléculas tréficas e imunomodulatorias, responsaveis pelo potencial regenerativo das
CTM. Logo assim que elas cumprem seu papel reparador, atingindo a homeostase do tecido,
as CTM migram de volta para sua posicdo perivascular onde permaneceram como pericitos

quiescentes até uma proxima convocagdo (LIN et al., 2014).

Essa teoria explica as inimeras descricdes de células-tronco mesenquimais em
outros tecidos que ndo a medula éssea, como polpa dentaria, tecido adiposo - coletadas por
lipoaspiracdo, figado, pancreas, rins, etc. Tendo em vista que todos tecidos do corpo possuem
uma complexa rede de vascularizacdo, logo, cada tecido apresenta grandes quantidades de
pericitos, e uma vez que esses tecidos claramente sdo lesados durante o processo de coleta,
podemos obter também as CTM através dessas inimeras fontes. (SHI & GRONTHOS, 2003;
SATO et al., 2005; TOGEL et al., 2005; DA SILVA MEIRELLES, CHAGASTELLES &
NARDI, 2006)

Sabe-se também que as células mesenguimais sofrem influéncia autdcrina,
mantendo sua auto-renovacdo, e também paracrina pelas células circunjacentes do tecido em
que se encontram in-situ. A interferéncia desses fatores intrinsecos e extrinsecos véo definir o
padrédo de desenvolvimento das células mesenquimais in situ, e por isso elas sdo responsaveis

pela regeneracao e/ou reparo dos diversos 6rgaos.
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3 - CARACTERISTICAS BMSC IN VITRO

As BMSC foram descritas pela primeira vez em meados de 1970 por Alexander
Friedenstein, que estimulado pelos estudos prévios de Maximow, sugeriu a existéncia de uma

outra populacéo de células-tronco adultas coexistindo com as HSC na medula éssea.

Em 1970 Friedenstein isolou pela primeira vez essas células a partir de amostras
do conteddo medular de porquinhos-da-india, e observou que uma fracdo das células
mononucleadas eram capazes de aderir ao substrato, demonstrando alto potencial proliferativo
e de autorenovacdo. Apresentavam inicialmente morfologia fibroblastdide e potencial
clonogénico, sendo capazes realizar inimeras divisdes mitoticas e dar origem a colonias a
partir de uma Unica célula-méde, essas células foram entdo denominadas de unidades
formadoras de col6nia fibroblastdides (UFC-F). (FRIEDENSTEIN, CHAILAKHJAN &
LALYKINA, 1970)

As BMSC séo celulas reticulares encontradas no estroma medular, e apresentam
potencial intrinseco de se diferenciar em células dos tecidos mesenquimais, como: 0sso,
cartilagem, tenddo, ligamento, musculo (liso, estriado esquelético e cardiaco), estroma, e
outros tecidos conectivos como o adiposo (CAPLAN, 1991; CAPLAN, 1994). O que por
muito tempo deu origem as diversas nomenclaturas como: células-tronco mesenquimais
(FRIEDENSTEIN, CHAILAKHJAN & LALYKINA, 1970; CAPLAN, 1991); células-tronco
esqueléticas (BIANCO E ROBEY 2008); células-tronco estromais (OWEN, 1988), e por fim
como sugerido pela International Society of Cellular Therapy (ISCT), células estromais
mesenquimais multipotentes (HORWITZ et al., 2005).
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Figura 2 — Esquematizacdo do processo mesengénico. Demonstrando todas as etapas do processo de
diferenciacdo, desde o comprometimento com quaisquer das linhagens celulares derivadas da medula éssea, até
adquirirem seu fendtipo final de células diferenciadas em tecidos mesenquimais, tais quais: estroma medular,
0sso, cartilagem, tenddo, musculo e gordura. Diponivel em: CAPLAN, 2011.

Contudo hoje sabe-se que as BMSC, quando impostas a um nicho especifico in
vivo, ha interagdo com a matriz extracelular, logo elas sofrem influéncia parécrina das células
teciduais circunjacentes, o que desencadeia uma série de eventos intracelulares e assim podem
ser influenciadas a se comprometer com outros tipos teciduais além dos mesenquimais.
(MURPHY, MONCIVAIS & CAPLAN, 2013; GRECO et al., 2007). O mesmo ¢€ real in vitro,
onde uma vez que 0 microambiente in vivo seja mimetizado através de meio indutor
adicionado a cultura in vitro, essas células sdo capazes ainda de se diferenciar em células das
linhagens endodérmicas e ectodérmicas, caracteristica essa que chamamos de
transdiferenciacdo (KEILHOFF et al., 2006).

A transdiferenciacdo permite que as BMSC sejam induzidas a se diferenciar em
diversos tipos celulares, como: hepatdcitos, células beta pancreéaticas, células renais, células
da cornea, enterocitos, células epiteliais, foliculos ovarianos e até mesmo neur6nios
mielinizados, e dessa forma podem ser utilizadas em um espectro muito mais amplo de

patologias graves e muitas vezes irreversiveis com a medicina tradicional (SONG & TUAN,
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2004; CHEN et al., 2004; KEILHOFF et al., 2006; PHINNEY & PROCKOP, 2007; GRECO
et al., 2007; SASAKI et al., 2008; LARONDA et al., 2016). Ao contrario do que se
acreditava, essas células demonstram caracteristicas que vao alem do multipotencial, e podem
ser consideradas como células pluripotentes in vitro (JIANG et al., 2002). Devido a isso, a fim
da padronizacdo com a nomenclatura descrita universalmente na atualidade, adotamos o
termo BMSC (do inglés Bone marrow Mesenchymal Stromal Cell) referindo-se a todas essas

nomenclaturas supracitadas, que fazem mencao a um mesmo tipo celular.
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Figura 3 — Esquema da transdiferenciagdo realizada pelas BMSC. Demonstra-se sua pluripoténcia e todos os
outros fendtipos que podem ser obtidos além do seu potencial natural de diferenciacdo mesodérmica. Assim as
BMSC podem dar origem também a células da linhagem endodérmica e ectodérmica. Disponivel em: SAYED,
2014.

Sabe-se também que além dos fatores fornecidos pelo meio indutor in vitro, as
BMSC também apresentam grande responsividade a rigidez da matriz em que sao inseridas
ex-vivo. Da mesma forma que cada tecido apresenta diferentes niveis de rigidez, a densidade
do substrato fornecido a BMSC em cultura, ja se demonstrou influente na diferenciacdo da
mesma in vitro, de acordo com a intensidade da interacdo entre a célula e o substrato. Logo
foi observado que quando fornecemos as BMSC uma matriz macia, mimetizando a densidade
do tecido cerebral, induzimos a diferenciagdo neurogénica; por outro lado, uma matriz um
pouco mais rigida que mimetize o tecido muscular, direcionara as BMSC ao perfil miogénico;
e 0 mesmo é valido quando a matriz é covalente a densidade do colageno tipo 1, induzindo a
diferenciacdo osteogénica (ENGLER et al., 2006).
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In vitro, as BMSC podem ser caracterizadas pela presenca de um conjunto de
marcadores celular, denominados cluster of differentiation (CD). Os CD constituem
marcadores de superficie que serdo usados para diferenciar os diversos tipos celulares, onde
cada linhagem celular apresenta combinacdes distintas e Unicas de marcadores, sendo esse um

protocolo cléssico de caracterizacdo e distin¢do das inimeras linhagens.

As células podem ser caracterizadas de acordo com o perfil de expressdo de
marcadores celulares, os clusters of differentiation (CD). CD sdo moléculas de superficie
expressas por todos tipos de células presentes no corpo, 0 conjunto desses marcadores
caracterizam um grupo de células especificas. Esses marcadores sao frequentemente citados
em imunologia, para caracterizar células TCD4 e TCD8, da mesma forma, usamos um
conjunto desses marcadores para caracterizar os outros tipos celulares. As BMSC expressam
diferentes perfis moleculares quando analisados in situ em compara¢do com a analise ex-vivo,
dessa forma podemos destacar a presenca de alguns marcadores especificos que caracterizam
as BMSC in vitro, assim como: CD 73" CD 90* e CD 105" CD 29" (integrina-B1 -
moléculas de adesdo); CD 44" (homing cell adhesion molecule - HCAM); CD146"
(melanoma cell adhesion molecule - MCAM); Stromal Cell Molecule-1 ( marcador de
células-tronco estromais — STRO1") sendo negativos para os marcadores: CD 106~ (vascular
cell adesion protein-1 - V-CAM-1); CD 50" e CD 347, assim como ndo expressam 0S
marcadores hematopoiéticos CD 34 e CD 45 ( MATIGIAN et al., 2015).

Podemos citar também que as BMSC apresentam alguns receptores especificos
para quimiocina, que podem ser expressos extracelular, na superficie da membrana (CXCR4),
ou intracelularmente, dentre eles podemos citar CCR1, CCR3, CXCR3 e CXCR4.
(MATIGIAN et al., 2015)

Os marcadores CD podem agir de diferentes maneiras, geralmente como
receptores ou ligantes (moléculas que ativam um receptor). A interacdo dos receptores CD
com seus ligantes, desencadeiam uma cascata de sinalizagdo intracelular, e com isso a
mudanca do fenotipo celular. Assim, a partir do momento que as células antes indiferenciadas
se diferenciam, elas mudam sua expressao protéica, o que culmina na mudanca no perfil dos
marcadores de CD expressos na superficie das células em tecidos especializados, logo a

expressao de diferentes perfis de marcadores CD, caracterizam os diferentes tipos celulares.

As UFC-F se proliferam dando origem a colbnias de células fusiformes,

heterogéneas. As coldnias sdo classificadas como heterogéneas por assumirem um padréo
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diversificado quanto ao potencial inato de diferenciacdo das células filhas formadas. A
proliferacdo das BMSC comegcam com a proliferagdo de uma Unica celula fibroblastoide
(UFC-F) chamada informalmente de célula-mée, que por sua vez dao origem a duas células
filhas. Onde parte das células originadas apresentaram perfil tripotente, e outras podem
assumir perfil bipotente ou por fim células unipotentes e por isso formam col6nias
heterogéneas, seguindo o modelo hierarquico descrito pela cascata de diferenciacdo
(MURAGLIA, CANCEDDA & QUARTO, 2000).

Essa heterogeneidade dentre as células de uma mesma col6nia, desempenham
papel direto no desenvolvimento e no tamanho das col6nias obtidas em cultura, uma vez que
células tripotentes sdo mais primitivas, elas apresentam uma maior capacidade mitética
comparado a células bipotentes e unipotentes (CORDEIRO-SPINETTI et al., 2014). E com
iSs0, uma maior concentracdo do nimero de células multipotentes nas colénias em cultura,

garante a obtencdo de mais células disponiveis em cultura.
3.1 - CASCATA DE DIFERENCIACAO

Em 2000, Muraglia e seus colaboradores, desenvolveram um trabalho muito
importante a cerca do perfil que as células assumem ao longo do seu processo de

diferenciacdo até atingirem seu estagio final de comprometimento.

Como dito anteriormente, as BMSC se proliferam a partir de uma Unica célula
denominada UFC-F, que podem se multiplicar indeterminadas vezes, alcancado um ndmero
superior a 80 ‘doublings’, e assim ddo origem a coldnias clonogénicas morfologicamente

falando, que crescem formando monocamada. (JIANG et al., 2002)

Porém quando se trata do potencial de diferenciacdo que cada célula, quanto a
subunidade de uma coldnia, pode admitir individualmente, estabelecemos que a col6nia
formada é heterogénea. A heterogeinidade da col6nia é relacionada ao potencial intrinseco
que cada célula nova vai assumir, ou seja, as BMSC quanto a células indiferenciadas, podem
dar origem a células comprometidas com outra linhagem especifica, e assim sdo chamadas de
precursores primarios, ou como descrito em grande parte da literatura, progenitores adultos
multipotentes. (MURAGLIA, CANCEDDA & QUARTO, 2000).

As divisdes simétricas ocorrem particularmente durante o processo de reparo e
regeneracdo tecidual, que se d& ap6s uma lesdo. Contudo, mesmo que a divisdo assimétrica

ndo seja indispensavel para caracterizar uma célula-tronco, € uma importante ferramenta para
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que elas mantenham o namero apropriado de progenitores comprometidos com os diversos
tecidos. (MORRISON E KIMBLE, 2006).

Os progenitores adultos multipotentes (MAPC’s- multipotent adult progenitor
cell), também sdo chamadas de células-mae, a diferenciacdo dessas células envolve o
processo de divisdo mitotica. Assim esses progenitores, podem realizar diversas divisoes
mitdticas, porém essa divisdo pode ocorrer de forma simétrica ou assimétrica. Dessa forma, a
divisdo simétrica ocorre quando a célula- mée se divide dando origem a duas células filhas de
mesmo tamanho e idénticas & célula mde, e esse mecanismo leva a auto-renovacao
amplificada de progenitores mesenquimais. Ja a divisao assimétrica da origem a duas células-
filhas de tamanhos distintos, onde uma delas mantera o perfil fenotipico da célula mae,
garantindo a autorenovac&o e a outra célula vai dar origem a células especializadas no tecido
proposto. As divisGes simétricas ocorrem particularmente durante o processo de reparo e
regeneracdo tecidual, que se da ap6s uma lesdo. Contudo, mesmo que a divisdo assimétrica
ndo seja indispensavel para caracterizar uma célula-tronco, é uma importante ferramenta para
que elas mantenham o namero apropriado de progenitores comprometidos com os diversos
tecidos. (MORRISON E KIMBLE, 2006).

Sabe-se também que a interacdo célula-célula exerce papel direto na
diferenciacdo final dos progenitores mesenguimais. Assim, eles respondem a influéncia
paracrina de hormonios especificos liberados localmente pelas células do nicho em que se
encontram, para a defini¢do do perfil celular a ser assumido (GUILAK et al., 2009). Contudo,
o fato das células filhas apresentam maior similaridade com a célula-mée, vai influenciar
diretamente no seu potencial de diferenciacdo, assumindo um perfil tripotente, e com isso
apresentam potencial para assumir qualquer um dos trés perfis classicos: osteogénico,
condrogénico, adipogénico (MURAGLIA, CANCEDDA & QUARTO, 2000).

Dentre os perfis bipotentes, foi descrito apenas o feno6tipo osteo-condrogénico,
portanto admite-se que o primeiro fenétipo perdido pelo progenitor mesenquimal é o
adipogénico. E conforme ocorrem as sucessivas divisdes mitoticas, inclusive das células-
filhas, as células se tornam cada vez mais limitadas. Assim podem dar origem a apenas um
fendtipo final, e desta maneira, sdo chamadas de progenitores unipotentes ou células
comprometidas, sugerindo que essas ja estdo determinadas a assumir um perfil fenotipico

especifico, onde foi observado prevalentemente o perfil osteogénico, sugerindo que o perfil
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condrogénico é perdido logo em seguida ao adipogénico. (MURAGLIA, CANCEDDA &
QUARTO, 2000).

Esse perfil heterogéneo das colonias influencia diretamente na proliferagdo in
vitro, uma vez que quanto mais primitiva for a célula, maior sera a taxa proliferativa dessas
células, logo células tripotentes também apresentam alta proliferatividade. Onde o contrario
também é verdadeiro, assim as células bi ou unipotentes podem realizar um numero de
divisfes mitdticas muito mais restrito. Bem como, células que ja atingiram seu fenotipo final
e portanto ja& diferenciadas, sdo células senescentes, e ndo apresentam capacidade mitética
significativa. Lembrando ainda que essas células s6 vdo terminar seu processo de
diferenciacdo in vitro (tornando-se células diferenciadas) se e apenas se forem induzidas,
através do uso de meios indutores em cultura, contendo horménios e vitaminas especificas
para cada linhagem. Dessa forma o estudo demonstra que o tamanho da colénia formada esta
diretamente relacionado ao grau de diferenciacdo das células presentes na col6nia
(CORDEIRO-SPINETTI et al., 2013).
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Figura 4 — Demonstra a diferenca no potencial de proliferacdo de células-tronco indiferenciadas, progenitores
intermediarios e progenitores comprometidos. Onde células indiferenciadas apresentam alta taxa de proliferacéo,
que decresce de acordo com o comprometimento das mesmas, e assim obtemos células comprometidas
senescentes. Disponivel em: CORDEIRO-SPINETTI, Eric et al., 2013.

Visto isso observamos que quanto maior for o numero de progenitores

multipotentes ou tripotentes presentes em uma coldnia, maior serd o tamanho (area) alcancada
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pela mesma. Caso contrario, uma maior concentragdo de progenitores intermediérios ou
celulas comprometidas na coldnia, favorece a obtencdo de coldénias menores. Logo, para
garantir a obtencdo de uma maior quantidade de células in-vitro, € necessario que trabalhemos

com o maior nimero possivel de progenitores multipotentes.

Apesar de dar origem a col6nias heterogéneas, as BMSC liberam fatores soluveis
que vado atuar de forma parécrina nas células adjacentes. Dessa forma, quando as BMSC
permanecem em cultura por 14 dias, as UFC-F influenciam ativamente as células
circunjacentes a passar a expressar marcadores de células mesenquimais estromais. Ou seja,
Pittenger, demonstrou que apds 2 semanas, 95% - 99% das células em cultura, apresentam
marcadores especificos STRO 1* (marcadores células - tronco estromais mesenquimais).
Indicando assim a acdo que as BMSC exercem sobre as outras células em cultura, contudo a
expressdo desse marcador ndo caracteriza por si s6 o perfil indiferenciado que as BMSC
assumem (PITTENGER et al., 1999).

O uso das BMSC vem crescendo cada vez mais em diversos ambitos da medicina
regenerativa, com isso para o uso dessas células, principalmente na terapia celular, deve-se

priorizar o uso de células indiferenciadas, que possam exercer sua funcao regenerativa in-situ.

A cultura de células indiferenciadas (obtidas por ‘sorting’ através de citometria
de fluxo) possibilita a expansdo homogénea, que possa posteriormente ser utilizada em
transfusdes, alcancando um amplo espectro de indicacBes clinicas, para as inUmeras

patologias que acometem os diversos tipos teciduais.
4 - MEDICINA REGENERATIVA

A medicina regenerativa € um campo de grande interesse para comunidade
cientifica e para a populacdo em geral, visto que ela busca o reparo ou a substituicdo de
células, promovendo um ambiente regenerativo em tecidos e 6rgdos injuriados. Ao contrario
dos medicamentos desenvolvidos pela industria farmacéutica, que agem raparando ou
destruindo celulas danificadas, a terapia a base de células visa a regeneracdo e com isso a cura

definitiva desses tecidos.

Os medicamentos convencionais, ao atuarem como bloquadores, inibidores,
ativadores, sintetizadores e etc, interferem diretamente em vias biologicas para exercer seu
efeito terapéutico, e podem ainda causar efeitos deletérios, que em alguns casos pode

sobresair aos efeitos benéficos. Contrariando os efeitos adversos da terapia medicamentosa, a
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medicina regenerativa surge como uma base inovadora, propondo o uso de células vivas e
funcionais, havendo assim a disponibilizacdo de moléculas bioativas, e fatores de crescimento

para 0 uso em bases terapéuticas.

Portanto o0 uso das BMSC pode ser util em uma extensa gama de patologias,
sendo considerada por muitos pesquisadores como a mais impactante revolucdo cientifica
desde o desenvolvimento dos antibioticos (GRECO, 2008). Devido a sua alta plasticidade,
grande potencial proliferativo, capacidade de autorenovacdo e principalmente por suas
propriedades troficas e imunomodulatérias desenvolvidas no tecido afetado in vivo. Essas
caracteristicas singulares das BMSC destacam sua supremacia perante o uso de outros tipos
celulares, e serdo abordadas mais detalhadamente quando tratarmos de terapia celular. Perante
todo esse potencial, os estudos entorno da utilizacdo dessas células em testes clinicos com
animais e humanos, tem gerado resultados impressionantes, tanto no que diz respeito a
engenharia tecidual como na terapia celular, consistem no uso dessas células de maneiras
distintas porém igualmente interessantes (ASKARI et al., 2003; HUANG , GRONTHOS &
SHI, 2009; LARONDA et al., 2016).

4.1 - ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia tecidual se baseia no desenvolvimento de implantes artificiais,
utilizando-se de tecidos, células ou moléculas como base terapéutica, que sdo capazes de
substituir ou estimular funcionalmente células de tecidos e 6rgdos lesados. Dessa forma a
engenharia tecidual baseada no uso de células-tronco, utilizam-as para a ‘manufaturagdo’ de
um tecido especializado in vitro. O que requer a utilizacdo de arcabougos onde as células
possam repousar , servindo como um ‘molde’ afim de fornecer uma estrutura tridimensional,
mimetizando por exemplo o formato de um 6rgdo. Esses arcaboucos sdo produzidos a partir
de biomaterial, e servem para a ancoragem das células-tronco, que sdo previamente tratadas
em laboratdrio e induzidas a se diferenciar na linhagem do tecido proposto como: 0sso,
cartilagem, hepatdcitos, cardiomiocitos, células renais, foliculos ovarianos, células da conea,
celulas pancredticas, endoteliais, etc (MURPHY & ATALA, 2014; KOCH et al, 2009;
GAEBEL et al, 2011; LARONDA et al., 2016).

Na engenharia tecidual, as BMSC utilizadas, s&o isoladas, expandidas e
diferenciadas in vitro, ou seja, essas células sdo previamente induzidas in vitro, a se proliferar
e diferenciar em um tecido especifico complexo e funcional, para em seguida serem

imprimidas sobre o arcabouco e para que possam ser implantadas no paciente (BOLAND et
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al., 2006). Uma vez que as células foram introduzidas no ‘molde’, essa estrutura
tridimensional é submergida em meio de cultura para que ocorra a maturacdo das células e
conseqliente deposicdo e matriz, dando assim origem a tecidos e até mesmo 0Orgaos
funcionais,onde ja foi descrito a implantacdo de 6rgao viaveis em murinos (LARONDA et al.,
2016)

Podemos obter os biomateriais de diversas fontes, eles podem ser derivados de
materiais sintéticos ou naturais, que em contato com tecidos vivos tem finalidade de dar
suporte estrutural aos tecidos e ao 6rgdao em formacdo (PLACE, EVANS & STEVENS,
2009). Os biomateriais podem ser bioativos inertes ou materiais absorviveis, sendo
classificados de acordo com sua composicdo e comportamento no organismo, assim eles
podem ser metalicos, ceramicos ou polimeros. Os materiais metalicos vao atuar na
sustentacdo sem desencadear resposta inflamatéria porém, também ndo desempenham
nenhuma funcao bioldgica (BATISTA, 2013)

Ao contrario, 0s biomateriais ceramicos, dentre os quais esta descrita a
hidroxiapatita, sintética é biocompativel e desenvolve uma funcdo bioativa. As bioceramicas
de hidroxiapatita, tem sido amplamente utilizadas pela sua compatibilidade estrutural, fisica e
quimica com a matriz 6ssea, uma vez que esse mineral é constituinte natural da massa éssea.
Sendo assim a implantacio de BMSC nessas proteses favorecem a proliferacdo de
fibroblastos, osteoblastos e outra células &sseas, apresentando assim uma funcéo
osteointegradora, que torna possivel a regeneracao de 0ssos e dentes, ndo induzindo a nenhum

tipo de reacdo imunoldgica ou toxica (BATISTA, 2013).

Ja os polimeros sdo classificados como materiais absorviveis quando séo
compostos de &cido polilatico (APL) ou &cido poliglicélico (APG), ou ndo absorviveis
quando sdo feitos de politetrafluoretileno. O APL é um derivado do acido latico e por isso
biocompativel, possuem alta resisténcia e comportamento termoplastico, apresentam
sensibilidade a agua, e degradam-se lentamente na presenca da mesma. O APG por sua vez,
apresenta importantes caracteristicas mecanicas, onde seu papel principal é de suporte,
apresentam também funcgdo de contratilidade, o0 que possibilita a regulacdo no tamanho dos
poros encontrados no arcabougo, permitindo assim que os moldes possam ser adaptados aos
didmetros dos diferentes tipos célulares a serem utilizados na engenharia tecidual (BATISTA,
2013).
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Dito isso ndo podemos deixar de mencionar a renovadora tecnologia das
impressoras 3D (trés dimensGes), que tem tido um papel revolucionario na engenharia
tecidual. Essas impressoras podem imprimir o arcabouco bioldgicos em 3 dimensdes,
imitando a morfologia dos orgdos. Sendo ainda capazes de ‘imprimir’ as células ja
especializadas nesse arcabouco, e ao introduzir esssas células em cultura, elas amadurecem e
realizam a deposicdo de matriz e neovascularizagdo do tecido. Podemos ainda ressaltar alguns
trabalhos que ja realizam a impressdo de células em 3D sem a necessidade de um arcabouco
(NOROTTE et al., 2009; GRUENE et al., 2010). e assim os cientistas ja sdo capazes de gerar
6rgdos complexos inteiros e funcionais in vitro, 0 que possibilita a substituicdo de 6rgaos

injuriados ou que entraram em faléncia.

Portanto é muito importante para o tratamento por exemplo de pacientes com
grandes extensdes de queimaduras; pacientes que realizam dialize, necessitando da reposi¢ao
dos rins; infarto do miocéardio, possibilitando a impressdo de um coracdo formado de
cardiomidcitos contrateis. Assim como também é possivel a impressdo de grandes e pequenos
vaso. Pode ser relevante também para pacientes com cirroses hepaticas, pacientes diabéticos,
que podem ter sua ilhota pancreaticas impressas com células beta funcionais, ou até mesmo
para pacientes com disfuncdo congénita como mulheres com dificuldade de engravidar.
(BOLAND et al., 2016; GRUENE et al., 2010, MURPHY & ATALA, 2014, KOCH et al,
2009, GAEBEL et al, 2011, NOROTTE et al., 2009, LARONDA et al., 2016)

Um dos experimentos mais atuais realizados por cientistas da Universidade de
Northern nos EUA, teve resultados incriveis. Eles reproduziram através de uma impressora
3D um arcabouco gelatinoso, com densidade ideal e depois implantaram foliculos ovarianos
nesse arcabouco, tratadas em meio com células hormonais. Esse processo possibilitou o
desenvolvimento dessas células, e apos a implantagdo em ratas estéreis que tiveram seu Utero
previamente removido. A implantagdo do novo Utero funcional permitiu além de reestabelecer
a angiogenese e a homeostase hormonal, as ratas puderam ainda voltar a engravidar e dar a
luz, o que traz grandes possibilidades no tratamento de mulheres inférteis (LARONDA et al.,
2016).

E possivel também a impressdo de células-tronco embrionarias para fins de
pesquisa farmacéutica, assim como a impressdo de celulas neoplésicas, para estudos in vitro
do comportamento e desenvolvimento de células cancerigenas, gerando a capacidade de

aprofundar os estudos ao redor dos diversos tipos de cancer (XU et al., 2011).
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4.2 - TERAPIA CELULAR

A terapia celular é uma outra area instigante da medicina regenerativa, onde a
base da terapia celular € o uso de células vivas, que podem ser administradas tanto
localmente, ou seja, injetadas diretamente no site de injaria, ou também podem ser
infusionadas endovenosamente, pois as BMSC possuem receptores para as quimiocinas
secretadas no local da lesdo, o que faz com que elas migrem até o tecido lesionado para
desempenhar seu papel regenerativo.

As BMSC sdo as células de maior destaque para a terapia celular, devido ao seu
alto potencial proliferativo, autorenovador, o que retarda a senescéncia das células (acdo
autocrina e paracrina), e principalmente devido a sua ampla plasticidade e secrecdo de altas
concentracdes de moléculas troficas e imunomodulatérias. As BMSC ao contrario das células
tronco embrionérias e das células-tronco pluripotentes induzidas (IPS’s) ndo apresentam risco
eminente de dar origem a teratomas, sendo assim o melhor protocolo para o uso clinico
(LENSCH et al., 2007; OKITA, ICHISAKA & YAMANAKA, 2007).

Estudos realizados mostraram que ao irradiar o fémur esquerdo de camundongos,
tendo o direito como controle, a administracdo de BMSC diretamente na cavidade ventricular
esquerda, demonstrou que 1 hora apés a infusdo, as BMSC se encontravam distribuidas
homogeneamente em todos os tecidos do corpo. Porém essas células sdo atraidas por
quimiocinas secretadas no pelas células lesionadas, que ao se ligarem nos receptores das
BMSC, induzem sua migracdo em direcdo ao tecido injuriado, e assim, 24 horas depois da
infusdo, todas as BMSC se encontram concentradas no local da lesdo, atuando de forma
reparadora, assumindo posicdo perivascular (pericitos) onde permanescem quiescentes (LIN
etal., 2014).

Uma observacdo muito importante levantada por esse mesmo estudo, é que
quando as células sdo administradas endovenosamente, elas devem ser infusionadas
diretamente no ventriculo esquerdo, pois esse mecanismo evita que ocorra 0 que chamamos
de perda de primeira passagem. A perda de primeira passagem se da quando ocorre a
circulacdo das BMSC pelos pulmdes e pelo figado, onde uma fracdo significativa dessas
células ficam retidas nesses 6rgaos, por serem tecidos que sofrem agressdes frequentes, e com
ISso apresentam necessidade constante de regeneracdo, sendo assim um alvo muito atraente
para as BMSC (LIN et al., 2014)
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4.2.1 - CAPACIDADE IMUNOMODULATORIA

Uma caracteristica muito importante das BMSC é sua capacidade de modular o
sistema imunoldgico, evitando assim que haja uma reacao inflamatdria exacerbada. Contando
que a resposta imune local envolve a migracdo de grandes concentracdes de células do
sistema imunologico e a liberacdo de citocinas, 0 desenvolvimento de um processo
inflamatorio poderia gerar uma resposta imune contra as proprias BMSC, causando a rejei¢éo
das células implantadas no paciente.

Porém o processo de imunoregulacdo pode ocorrer por diversos processos, onde
podemos comecar citando a liberagdo de moléulas que inibem as citocinas pré-inflamatérias
TNF- alpha e INF- gama, aumentando os niveis de IL-10, o que impede o reconhecimento das
MSC pela imunidade inata e pelas células T, e assim evita a inflamacéo local e principalmente

evita o risco de rejeicdo a essas celulas (CAPLAN, 2007).

Outra acdo imunoregulatéria € que as BMSC podem inibir fortemente a acdo da
IL-2, que sdo responsaveis por induzir a proliferacdo das células ‘natural killer’ (NK). Sendo
assim além de inibir a proliferacdo das NK, as BMSC também atuam inibindo seus
mecanismos efetores, logo impedem a producdo de citocinas e a atividade citotoxica das
mesmas (SPAGGIARI et al., 2008).

As BMSC ainda sdo capazes de modular as células dendriticas, que sdo APC’s
profissionais e sdo as primeiras células de defesa a se apresentarem no local da infec¢do. As
BMSC podem agir via contato direto ou via secrecdo de citocinas, para impedir a maturacdo
das DC cells (JIANG et al., 2005). Além do potencial de induzir diretamente por secrecdo de
prostaglandina — 2 (PGE2), indoleamina 2,3- dioxigenase (IDO) e TGF-B1, o estimulo das
celulas Treg, que sdo responsaveis por modular a ativacao das células T, sendo assim, quanto
mais Treg for ativada, menor sera a resposta das células T. ( GRIFFIN, RITTER & MAHON,
2010)

Exercem influéncia também sobre as células B, logo as BMSC sdo capazes de
inibir a ativacdo das células B, atraves de um mecanismo soluvel anti- CD40 e anti-1L4. Esse
mecanismo interrompe a proliferacdo das celulas B durante os periodos GO/G1 do seu ciclo
celular, sem favorecer a apoptose, preservando assim a integridade das células B. (LE
BLANC & RINGDEN, 2007)
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Tendo efeitos inclusive nas células TCD - helper e T - citotoxicas (TCD8), as
BMSC exercem efeito supressor nas células TCDS8, inibindo a lise mediada por essas celulas,
porém as BMSC s6 tem acéo efetiva quando administrada no inicio da cultura, enquanto as
TCD8 ainda nédo produziram seu fatores citotoxicos, pois ndo demonstram acéo direta contra
essas moléculas apos a instauracao da fase citotoxica. Enquanto as T- helper, na presenca de
BMSC, as células T naive diminuem a secrecdo de INF- v, o que inibine a diferencia¢do no
perfil Th-1, por outro lado a presenca dessas células em cultura induz a diferenciacéo no perfil
Th-2, lembrando que o perfil Th-1 esta relacionado com a defesa mediada por fagocitose, e 0
perfil Th-2 culmina na producdo de plasmadcitos, responséveis pela sintese e secre¢do de
anticorpos, e de células B de memdria. Sendo assim, as BMSC se mostram efetivas tanto na
modulacdo de células do sistema imune inato, assim como na imunidade humoral (LE
BLANC & RINGDEN, 2007).

Outro processo descrito muito recentemente é que quando as BMSC séo expostas
ao contato com citocinas pré-inflamatorias in vitro (TNF-alpha, IFN-gama e IL-1beta) elas
deixam de expressar marcadores mesenguimais e passam a agir como células apresentadoreas
de antigeno (APC), atuando ativamente de forma integrada com o sistema imune. Elas ajudam
a ‘limpar’ as células mortas durante o processo de lesdo, sendo assim, elas sdo capazes de
fagocitar os antigenos e apresentar via MHC de classe Il para as células TCD4, que por sua
vez vao estimular os fagécitos a desempenhar esse papel. Posteriormente as BMSC voltam a
atuar liberando as citocinas tréficas que agem na regeneracdo das células teciduais saudaveis,
dando origem a um tecido com células saudaveis e funcionais, sem permitir que haja reacédo
inflamatdria exacerbada (WILFONG et al., 2016).

Foi demonstrado que as BMSC indiferenciadas possuem HLA de classe | porém
ndo expressam extracelularmente HLA de classe 11, inibindo a acéo dos linfécitos em cultura,
assim podem atuar sem que sejam percebidas como estranhas pelo sistema imune, nesse
tecido em que se encontram transitoriamente. Demonstrando a agdo imunomodulatoria dessas
celulas, alcangamos a possibilidade de se trabalhar com células heter6logas, uma vez que as
células mesenquimais podem ainda modular a resposta imune contra células heterélogas. (LE
BLANC et al, 2003; AGGARWAL & PITTENGER, 2005).

Logo a possibilidade de um tratamento alogénico propicia a criacdo de bancos de
celulas-tronco, onde essas sdo previamente tratadas e expandidas para a necessidade de uso

emergencial das mesmas, por exemplo em caso de faléncia renal, infarto do miocardio
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(SHAKE et al, 2002; KAWADA et al., 2004). Uma vez que as BMSC realizam a funcéo
direta de dar suporte as HSC no processo hematopoiético, os pacientes em tratamentos quimio
e radioterapicos, também sdo importantes candidatos para 0 uso de BMSC, devido a grande
danificacdo das células medulares durante esses tratamentos, diminuindo profundamente o
potencial imunoldgico e hematologico desses pacientes (LAZARUS et al., 1995; KOC et al.,
2000).

Temos ainda resultados bem sucedidos na regeneracdo de menisco (MURPHY et
al.,, 2003), tendbes, no caso de tendinite (HARMAN et al, 2006). Possibilita ainda a
reabilitacdo de pacientes com lesdes na medula espinhal, seja por contusdo ou fissdo (PARK
et al.,, 2005; KEILHOFF et al., 2006) além da regeneracdo de estruturas neuronais, como
oligodendrdcitos e neurénios mielinizados, podendo ainda migrar até o cortex frontal e para o
cerebelo, se diferenciando em astrécitos (KOPEN, PROCKOP & PHINNEY, 1999; VAN
VELTHOVEN et al., 2010; CRISTOFANILLI et al., 2011).

4.2.2 - MOLECULAS TROFICAS

Uma vez que o tecido é lesionado, as células danificadas comecam a liberar
quimiocinas como o SDF-1 (stromal cell-derived factor), que se ligam aos receptores das
BMSC e faz com que elas migrem até o local da injdria, tanto in vivo quanto in vitro
(CAPLAN et al., 2006; TAICHMAN et al., 2010). O SDF-1 também € responsavel pela
revascularizacdo, devido a recrutacdo de hemangidcitos CXCR4* (JIN et al., 2006). Onde
além de recrutar ainda mais BMSC, quando essas sdo ativadas pela interacdo com a célula
danificada, passam a secretar outras moléculas troficas, que estdo envolvidas diretamente com
o0 potencial regenerativo das BMSC (CAPLAN & DENNIS., 2006). Dentre essas moléculas
destacam-se:

(1) Moléculas anti-apoptéticas — essas moléculas agem de forma autdcrina,
inibindo a sintese de espécies reativas de oxigénio , espécies reativas de nitrogénio e acidos
graxos, pelas proprias BMSC’s. Ao inibir a formagdo desses produtos toxicos, as BMSC
deixam de expressar os marcadores de dano oxidativo, impedindo assim de forma autocrina e
paracrina, que elas e outras células sejam marcadas para apoptose, escapando da morte celular
(HE et al., 2009).

(2) Moléculas anti-fibroticas — essas moléculas atuam inibindo a sintese de

colageno tipo I na lesdo. O colageno tipo | é secretado naturalmente pelos fibroblastos durante
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0 processo de cicatrizagdo, formando um tecido fibrocartilaginoso que vai substituir o tecido
danificado, formando cicatrizes que perdem gradualmente sua vascularizagdo. Visando
impedir a formacdo desse tecido cicatricial, as BMSC liberam moléculas que véo inibir o
mecanismo de sintese do colageno | pelos fibroblastos, permitindo assim, ao invés da
formacdo de um tecido fibroso, a recuperacdo ativa de células vidveis ou a reposicdo por
novas células (CAPLAN & DENNIS, 2006, KEAN et al., 2013)

(3) Moléculas angiogénicas — na angiogénese in vivo, as BMSC atuam de modo
peculiar. Elas sdo capazes de secretar grandes concentragdes de VEGF (vascular endothelial
growth factor), com isso elas estimulam fortemente a angiogénese do tecido neoformado
(HOEBEN et al., 2004). Além de favorecer a irrigacdo tecidual, as BMSC apresentam um
papel muito importante na estabilizacdo dos capilares formados. Diante da formacéo de novos
vasos, os capilares ainda frageis ativam as BMSC, que por sua vez migram em direcdo a eles
e se acoplam ao seu redor, dando assim suporte fisico, além de continuar secretando VEGF, e
assim influéncia diretamente na maturacéo desses sinusddes imaturos. Logo as influenciam na
formacdo, maturacado e estabilidade estrutural da vasculatura (CAPLAN & DENNIS, 2006).

(4) mitdtica — essas moléculas estimulam a proliferacdo autocrina e paracrina das
células, induzindo a mitose tanto das proprias BMSC presentes temporariamente no local,
quanto das células funcionais e portanto saudaveis do tecido em recuperacdo. Dessa maneira
as BMSC promovem quadros de reparo tecidual in vivo, influénciando as células do proprio
hospedeiro a se proliferar e diferenciar em unidades regeneradas e funcionais, assim como
também déo origem a novas células a partir do seu préprio potencial clonogénico. (CAPLAN
& DENNIS, 2006)

Devemos ressaltar que devido ao seu poténcial auto-regenerativo, as BMSC séo
capazes de se proliferar, e 0s progenitores gerados por elas, que a principio sao multipotentes,
podem assumir um fendtipo final diferente e independente da diferenciacdo da célula mae.
Como discutido anteriormente, a plasticidade das BMSC tem se mostrado muito mais
abrangente do que se acreditava ha poquissimo tempo. Sendo assim, ao que se demonstra,
essas células apresentam uma enorme capacidade de se adaptar e responder ao micro
ambiente em que s&o inseridas in vitro ou in vivo, com assim podem ser induzidas in-situ a
direcionar seu padrdo de diferenciacdo naquele tecido especifico, com a capacidade de se

diferenciar na maioria, se ndo em todos, os tecidos do corpo humano.
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Diante das extraordinarias habilidades e inimeras possibilidades que o tratamento
regenerativo com o uso das BMSC propicia, um dos fatores potencialmente limitantes no uso
dessas celulas na terapia celular, é a baixa concentracdo das mesmas na medula 6ssea. E além
de ser naturalmente uma populacédo rara da medula, o numero de BMSC ainda decresce de
acordo com a idade do paciente, sendo muito abundantes em recém nascido; encontradas em
concentracdo homeostatica na medula adulta e decrescendo a partir dos 65 anos, sendo muito

escassas na populacdo acima de 80 anos. (CAPLAN, 2007)

Na medula adulta fresca as BMSC constituem cerca de 0,01% & 0,001% das
células mononucleadas. (BYDLOWSKI 2009 - M). E por serem uma fracdo de células super
reduzida, o nimero de células que sdo adquiridas com o isolamento das BMSC é insuficiente
para a realizacdo imediata de um tratamento terapéutico, uma vez que para intervengdes
clinicas, utiliza-se geralmente a partir de 2 x 10 ° cels/kg de massa corporal (KOC et al., 2002;
ZHAO, REN & HAN, 2016). Portanto o tratamento sé é possivel desde que haja uma minima
manipulacdo laboratorial, uma vez que faz-se necessaria a expansao in vitro das BMSC afim

de obter do nimero suficiente de células a ser transplantada em cada tratamento especifico.

Para a expansao das BMSC in vitro, € necessario que o meio de cultura seja
suplementado com fatores de crescimento exdgenos, responsaveis por induzir a proliferacao
celular. O protocolo padrdo de expansédo celular utilizado universalmente é obtido através da

adicdo do soro fetal bovino (SFB) ao meio de cultura.

5-SORO FETAL BOVINO

Para que seja viavel a cultura de células in vitro, elas precisam ser inseridas em
um meio que forneca uma mistura especial de nutrientes necessaria para que essas células
possam se manter vivas, esse meio é chamado de meio de cultura. O meio de cultura basal,
pode apresentar diferentes densidades, podendo entdo ser liquido, gel fluido ou um gel mais

denso, e vao variar de acordo com a exigéncia da célula cultivada.

O meio de cultura utilizado no cultivo das BMSC humanas, € um meio liquido
chamado Iscoves’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM), que fornece todos os nutrientes
necessarios para a manutencdo da célula in vitro, fazendo com que elas permanecéo vivas e
funcionais. Porém, enquanto ndo forem ativadas, elas permanecem quiescentes, e a

composicdo do meio de cultura por si s6, ndo é suficiente para ativar a proliferacdo celular, e
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entdo, para que isso ocorra é necessario a adicdo de um suplemento exdgeno de fatores de

crescimento e outras citocinas que desencadeiem esse processo na celula.

Desde o protocolo desenvolvido por Friedenstein, o suplemento utilizado
universalmente para induzir a proliferacdo das BMSC in vitro, é o soro fetal bovino (SFB).
Em comparacdo aos outros soros animais, 0 SFB é o que disponibiliza a maior concentracdo
de fatores de crescimento e apresenta baixa concentracdo de gamaglobulinas, e por isso, o
SFB foi adotado como suplemento padrédo para a cultura de células (ISAAC et al., 2011).

O SFB constitui 0 soro coletado da placenta de bezerros recém-nascidos, e
apresenta em sua composicdo mais de mil componentes diferentes, dentre os quais podemos
citar: horménios, vitaminas, lipidios, aminoacidos proteinas de transporte (como albumina,
globina, transferrina), nucleosideos, fatores desintoxicantes, fatores de estabilizacdo e
proliferacdo, fatores de adesdo (fibronectina e laminina) e fatores de crescimento (STAINES
& PRICE, 2003).

Normalmente o meio de cultura é suplementado numa concentracdo que varia de
5% - 20% de SFB, desempenhando grande importancia na proliferacdo das BMSC in vitro.
Contudo, retne varias implicacdes éticas quanto a forma de coleta do soro, onde ainda
levanta-se a questdo de que alguns fornecedores ndo esperam o desenvolvimento completo do
feto para a coleta do soro, o que culmina assim na morte do bezerro. Abordamos também a
extrema necessidade de que essa coleta seja feita e manipulada em ambiente totalmente
estéril, assim como, de acordo com as normas do comércio internacional, o SFB s deve ser
coletado vacas que se encontram em areas livres de doenca de gado, afim de evitar a
contaminagdo do soro, o que requer um laboratério de seguranca para o seu fornecimento.
(ISAAC et al., 2011)

Adicionalmente, existe no SFB grande inconstancia na concentracdo dos fatores
de crescimento, pois apresentam consideravel variacdo entre lotes, o que influencia
diretamente na proliferacdo das células em cultura. Assim, poderia ocorrer uma variacao
significativa no tamanho das colbnias cultivadas com a mesma concentragdo de SFB de
diferentes lotes, o que consequentemente interfere na geracao de dados, levando a resultados
ndo padronizados e por isso questionaveis. (CORDEIRO-SPINETTI et al., 2014)

Contudo, o aspecto mais relevante ¢ que o SFB pode ser fonte natural de

transmissdo de patdgenos como virus e prions, que podem ser transmissiveis para as células
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em cultura. Logo, ao implantar células cultivadas com SFB em humanos, elas podem
desencadear reacdes imunoldgicas intensas, bem como desenvolver uma série de patologias

graves.

Estudos clinicos demonstraram que BMSC tratadas com SFB, ao serem
transfusionadas, leva a formacdo de placas de células B no bago, e consequentemente a
sintese de IgM, ou seja, o material derivado dessa cultura pode gerar uma reagdo imunoldgica,
0 que pode culminar em rejeicdo do enxerto. Essas células também podem desencadear
alteracbes antigénicas na membrana de células tumorais humanas, ativando uma resposta
citotoxica inespecifica dos linfécitos TCD8. Sendo que o SFB é uma possivel fonte
transmissora de virus, onde alguns tipos ja relatados podem atravessar a barreira placentaria e
causar microcefalia em fetos (KNIAZEFF et al., 1975; ERICKSON, BOLIN & LANDGRAF,
1990).

Além disso, os prions sdo moléculas protéicas com propriedades infecciosas, que
apresentam tropismo ao sistema nervoso central (SNC). Sendo assim uma vez que entram em
contato com o organismo humano, sdo responsaveis por doencas como encefalopatia
espongiforme transmissivel (EEB), conhecida popularmente como doenca da vaca louca, cuja
a toxicidade gerada pelos prions pode causar doengas neurodegenerativa no homem.
(PRUSINER, 2001; MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2008)

Pacientes submetidos a cardiomioplastia, demonstraram que quando esses
miofibroblastos infusionados sdo cultivados com soro bovino, os pacientes desenvolvem
arritmias ventriculares e morte subita. E ainda, foi descrita o desenvolvimento de resposta
inflamatoria exacerbada, em pacientes queimados que receberam o transplante de
queratindcitos cultivados com SFB, levando a rejeicdo desse enxerto. (ALTRAN, 2011).
Devido a essas inumeras implicacGes, o uso de células cultivadas com o soro bovino é
extremamente contra-indicado para fins clinicos, e por isso deve ser evitado o uso de

elementos xenobidticos em cultura.

Visto que, atualmente ha uma busca intensa por uma alternativa a suplementacao
com SFB, que permita a viabilidade das células para fins terapéuticos em humanos, nosso
estudo sugere o uso do plasma rico em plaguetas como alternativa ao uso do soro bovino.
Uma vez que trata-se de um material biologico humano, e pode ser coletado de fonte

autologa, o PRP ndo induz reacfes imunogénicas, e com isso traz grandes perspectivas para
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seu uso em cultura de células, posto que o PRP demonstrou também grande eficicia na
proliferacéo dos fibroblastos em cultura.

6 - PLAQUETAS: ESTRUTURA E FATORES DE CRESCIMENTO
6.1 - BIIOLOGIA DAS PLAQUETAS

As plaquetas sdo fragmentos citoplasméaticos anucleados derivados de
megacaridcitos, que por sua vez sdo originados na medula 6ssea pelas HSC. Elas possuem
glicoproteinas em sua membrana que sdo responsaveis por mediar a interacdo plaquetas -
células. No seu interior encontramos estruturas como mitocéndria, granulos lisossomais,
metabdlitos, ADP, epinefrina, serotonina, etc. As plaquetas humanas estimuladas quando por
ADP, liberam o contetdo dos seus granulos (CASTRO et al., 2006).

As estruturas de maior relevancia para nosso estudo séo os granulos presentes nas
plaquetas, os quais contém uma série de fatores de crescimento e citocinas, que serdo
liberadas durante o processo restaurador. Os granulos denso e principalmente os granulos
alpha, que contém moléculas essenciais para a realizacdo do seu potencial reparador. No
granulo denso, encontramos moléculas de ADP/ATP, Ca® e alguns hormonios como
serotonina, histamina, dopamina e catecolaminas, esses fatores desempenham papel na
hemdstase (MCNICOL & ISRAELS, 1999).

Ja no granulos alpha encontramos uma gama de moléculas e principalmente 0s
fatores de crescimento que exercem grande influéncia sobre as BMSC. Dentre as moléculas
liberadas sdo encontradas, proteinas adesivas, fatores de coagulacdo, fatores fibrinoliticos,
antiproteases, reguladores de angiogénese e proteinas bactericidas. Além de secretarem
citocinas, quimiocinas, fatores mitoticos e uma série de outros fatores de crescimento que
podem influenciar em outras fungbes importantes das BMSC tanto in vivo como in vitro
(SANCHEZ, SHERIDAN & KUPP, 2003)

PDGF (platelet derived growth factor); TGF- B (transforming growth factor- p);
EGF (epidermal growth factor); bFGF ( basic fibroblast growth factor); e IGF-1 (insulin-like
growth factor 1); VEGF (vascular endothelial growh factor) sdo outros fatores de
crescimento que se encontradom concentrados no PRP (KING & REED, 2002). Esses fatores
desempenham diversas funcdes, estimulando a proliferacdo celular, a angiogénese tecidual, e

a deposicdo de matriz das células recém formadas, assim como podem apresenta papel

38



ativador ou inibitério do sistema imune. Essas caracteristicas ampliam o potencial
imunomodulatério das BMSC.

In vivo, as plaquetas agem de forma reparadora, onde perante a ruptura vascular,
em resposta ao extravasamento sanguineo e as quimiocinas liberadas localmente pelo tecido,
as plaquetas assim como as CTM, sdo imediatamente recrutadas em quantidades suficientes
para a producdo dos progenitores necessarios no local de reparacdo. Elas aderem a rede de
fibrina formada no local da lesdo, onde séo ativadas e comecam a secretar o conteddo de seus
granulos, desencadeando a ativacdo da cascata de coagulacao, permitindo através da formacao
de coagulo a hemostase. Apo6s a estabilizacdo do tecido, o coagulo é dissolvido por enzimas
fibrinoliticas, e as plaquetas ndo ativadas tem tempo de vida média de 8 a 10 dias, quando
entdo sdo degradadas no baco.

Ja in vitro, as plaguetas quando entram em contato com as BMSC, liberam seus
contetidos granulares, influenciando diretamente na prolifercdo celular, sendo ainda capazes
de manter o fenétipo indiferenciado da célula e mantendo também seu multipotencial de
diferenciacdo. Desta forma, podemos destacar a influéncia de alguns fatores de crescimento
derivado das plaquetas sobre as BMSC, que acabam por desencadear inUmeros processos, tais

quais:

PDGF — é um dos principais fatores de crescimento contido nos granulos alpha
(KAPLAN et al., 1979), agem como quimiotaticos para fibroblastos e macréfagos (HELDIN
et al., 1988), sendo assim responsavel pela inicializacdo do processo de reparacdo dos tecidos
conectivos. Para isso, elas promovem aumento nas taxas de mitose dos fibroblastos (ROSS
1974), influenciando também na ativacdo de macréfagos (KOHLER & LIPTON, 1974).
Quando os fibroblastos sédo expostos ao PDGF in vivo, ocorre uma cascata de eventos
intracelulares que resultam em 4 eventos: migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e
sintese/deposicdo de matriz (HELDIN & WESTERMARK, 1999), exercendo papel
fundamental na regeneracdo do tecido. Tem fungdo ainda na regulacdo da angiogénese
(CAPLAN & CORREA, 2011)

TGF-B — Diferente dos outros fatores, o ele é secretado na forma ativa pelos
granulos alpa. (BLAKYTNY et al.,, 2004; BRUNNER et al., 2004). Atua aumentando a
secrecdo de quimiotaxinas locais, e assim auxiliam no recrutamento de fibroblastos,
neutrdfilos e macrofagos, (BARRIENTOS et al.,, 2008; MONTESANO & ORCI, 1988;
PIERCE et al., 1991) Além de intensificar a mitose, € um dos principais fatores responsaveis

pela sintese de colageno e posterior deposicdo de matriz extracelular pelas BMSC
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(LUTTENBERGER et al., 2000). O TGF-B apresenta grande afinidade pela glicoproteina
CD105, presente na membrana das BMSC, onde a interagéo desses, favorece a angiogénese.
Logo o TGF-B influencia o crescimento, ou seja, o0 desenvolvimento de células endoteliais,
também exercendo efeitos antiinflamatdrios e supressor das reaces imunoldgicas, dessa
forma promove o desenvolvimento de tecidos mesenquimais, e por conseguinte, a
regeneracdo tecidual. Sendo também descrito como um fator supressor de neoplasias em
estagios iniciais. (MOUSTAKAS et al., 2002) .

VEGF — as BMSC sdo altamente dependentes do VEGF para a neovascularizacéo
in vivo. Possuem propriedades angiogénicas, e assim, além de desenvolverem a
neovascularizacdo, esse fator também atua na maturacdo dos capilares ainda frageis,
aumentando também a permeabilidade vascular. (AL-KHALDI et al.,, 2003). Essa
angiogénese esta atrelada a regeneracdo e remodelamento do enxerto 6sseo e a proliferacdo
das BMSC (LUCARELLI et al.,, 2003; LUCARELLI et al., 2005), assim como de outros
tecidos (HOEBEN et al., 2004).

FGF — 17% dos genes expressados pelo FGF estdo envolvidos na proliferagéo
celular (SOLCHAGA et al., 2005), assim como o esta atrelado ao potencial de autorenovacao
celular, e também no desenvolvimento da propria célula (TSUTSUMI et al., 2001).
Influenciando também a sintese de colageno e acido hialurénico. Assim o FGF desempenha

papel fundamental na expansdo das BMSC in-vitro

IGF-1 — As BMSC apresentam receptores de IGF-1 (IGFR) e estes receptores
estao relacionados a mobilizacdo via pardcrina de outras BMSC, acelerando assim a
velocidade e eficacia do reparo tecidual. Alguns estudos destacam a importancia dessa
interacdo, que se mostrou capaz por exemplo, de promover o reparo do miocardio (HAIDER
et al., 2008). Qutros estudos demontram que o IGF-1 combinado com TGF-B atuam
aumentando a proliferacdo das BMSC, influenciando na diferenciacdo condrogénica.
(LONGOBARDI et al., 2006);

EGF — Quando ministrado isoladamente, o EGF induz a expansdo das BMSC,
atuando principalmente na migracao dessas células in vivo, ndo apresentando interferéncia no
seu multipotencial (SATO et al., 2005; TAMAMA et al., 2006). Essa fator também favorece a

angiogenese ao induzir o desenvolvimento células epiteliais e endoteliais. Atuando em
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conjunto, o PDGF e o EGF, se ligam a receptores constitutivos de membrana, presentes em
mais de 90% das hMSC STRO1+, desempenhando papel chave na proliferacdo das CFU-F
(GRONTHOS & SIMMONS, 1995). Esses fatores sdo liberados in vivo, durante a

cicatrizacdo, e promovem a regeneracao do tecido (HELDIN et al., 1988).
6.2 - PLASMA RICO EM PLAQUETAS ( PRP)

O plasma rico plaquetas constitui um concentrado de plaquetas, que é feito a partir
da centrifugacdo do sangue periférico, e entdo coleta-se o plasma pobre em plaquetas (PPP),
sendo esse basicamente soro, e o concentrado de plaquetas que apds a centrifugacdo se
aglutinam em um pellet que repousa entre as células vermelhas e o plasma. Apés a coleta,
conjuga-se o pellet de plaguetas com uma minima concentracdo de plasma, onde obtemos
uma concentracdo de 3 a 5 vezes superior ao nimero de plaquetas circulantes no corpo, o que

potencializa sua atividade reparadora (MARX, 2004).

Uma interessante perspectiva para o uso de PRP é que a contagem de plaquetas e
a concentracdo de fatores de crescimento liberados pelas plaquetas, ndo séo influenciados pela
idade ou pelo sexo (WEIBRICH et al., 2002), aumentando a acessibilidade ao material em
diversas condicbes. O facil acesso a essas células, possibilita o tratamento aut6logo, onde o
PRP pode ser rapidamente coletado, para 0 uso na suplmentacdo da cultura das BMSC
coletadas do préprio paciente doador de PRP. A acdo concomitante desses dois tipos
celulares, implica na aceleracdo do processo de reparo tecidual, evitando ainda reacOes
imunoinflamatdrias contra esses enxertos, 0 que aumenta ainda mais a seguranca, rapidez e
eficiéncia das BMSC.
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Figura 5 — Processo de obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP), através da coleta e processamento do
sangue periférico. O PRP é constituido pelo pellet de plaquetas concentradas entre as células vermelhas (que
serdo descartadas) e o plasma. E assim o concentrado de plaquetas é diluido em uma minima concentracdo de
plasma pobre em plaquetas (PPP), formando 0 PRP. Disponivel em:
http://gymskata.blogspot.com.br/2012/12/tratamientos-con-concentrado-de.html Acesso maio 2016.
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7-0OBJETIVO:

Objetivo geral

» Auvaliar a influéncia do plasma rico em plagquetas (PRP) no isolamento e expansdo das
celulas-tronco mesenquimais estromais derivadas da medula 6ssea humana (BMSC),

in vitro.
Objetivos especificos

> Analisar a influéncia do PRP sob a aderéncia das unidades formadoras de coldnia
(UFC-F) ao substrato de cultura.

> Analisar a atividade proliferativa das BMSC sob a influéncia do PRP em cultura.
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8 - MATERIAIS E METODOS
8.1 - AMOSTRAS

As amostras de 6 pacientes foram obtidas no centro ortopédico Hospitalys,
localizado na Rua Jardim Botanico — RJ- Brasil. As amostras foram coletadas de pacientes
com indicacbes cirdrgicas para implantacio de protese no quadril. A partir da cirurgia, é
coletado um raspado 6sseo do acetabulo fémural, contendo grande quantidade de medula
Ossea. Esse raspado, que seria inicialmente descartado é doado para a nossa equipe através de
um Termo de Consentimento e Livre Esclarecimento, assinado pelo paciente, que permanece
com uma cépia dos intuitos de nossa pesquisa, e outra cépia fica retida no laboraério. O
presente estudo é devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres

Humanos.

Logo que coletadas as amostras sdo transferidas para um tubo falcon estéril
contendo 25 mL de Iscoves Modified Dulbecco’s médium (IMDM) contendo 10% de SFB
para manter um estimulo nas células. Ressaltando que o tempo de contato entre as células da
medula e o soro fetal bovino € muito curto, e por isso, ndo ha perigo de contaminacdo dessas

células.

Assim que coletadas as amostras sdo encaminhadas em um isopor contendo placas

de gelo, ao laboratoério LabioTeC localizado na Praca da Bandeira- Tijuca- RJ.
8.2 - PROCESSAMENTO

No laborat6rio foram processadas em fluxo laminar esterelizado com alcool 70%

e radiacdo ultravioleta, com todos materiais devidamente esterelizados na autoclave.

E adicionado & amostra do contetido medular solucgéo salina de PBS suplementado
com 2,5% de SFB e 10 % EDTA. A solucdo salina age na dissociacdo das células do 0sso, ja
0 EDTA evita a formacao de coagulo, uma vez que nessa fase as células sanguineas ainda
estdo presentes; ja 0 SFB é utilizado nessa fase para manter um estimulo minimo na célula, e
uma vez que o contato com o SFB é rapido, ndo ha perigo de infectar ou exercer alguma

fungéo sobre as BMSC.

E entdo realiza-se a lavagem exaustiva desse raspado, que resulta
aproximadamente 200 mL de solucdo (quatro tubos falcon de 50 mL). Essa solucdo é
centrifugada por 5 minutos a 2000 xg, o preciptado obtido em cada tubo, é recolhido e
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concentrado em um (1) tubo falcon que é novamente centrifugado para a obtencdo de um
concentrado de BMSC. O PBS do tubo é descartado e o pellet de BMSC é resuspendido em 5
mL de meio de cultura Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM — pH 7,2 — 37°) para a

contagem utilizando-se a cdmara de Neubauer.

Todos 0s meios e solugbes utilizadas na cultura de BMSC foram devidamente
filtrados por sistema de filtragdo a vacuo em membranas de 0.22 micrometros, a fim de

eliminar microorganismos presentes nos mesmos.

8.3 - CONTAGEM

O numero de células viaveis foi estabelecido através do método de exclusdo de
hemécias, que é feito pelo uso do liquido de Turk, responsavel pela lise dos eritrécitos. Para a
contagem das células foi utilizado de 10 microlitros da amostra, que € diluida na proporcéo de
1 : 10 em liquido de Turk. Esta solucdo é transportada para a cAmara de Neubauer com o

auxilio de pipetas calibradas, e entdo as células mononucleadas sdo contadas.

Para o calculo do nimero de células foi utilizada a equacdo: N° médio de células
vidveis x Grau de Diluicdo da amostra x 10* = [células] / mL. Dessa forma determinamos a

concentracdo total de células mononucleadas encontradas em amostras de cada paciente.

8.4 - PLAQUEIO

Apobs a contagem, essas células foram plaqueadas em duas densidades iniciais [4
x 10%] e [8 x 10%]. Essas duas densidades foram testadas em triplicata em placas de 6 pocos.

8.5 - ISOLAMENTO

O isolamento dessas células foi realizado a partir de células frescas da medula
6ssea humana, de acordo com o protocolo padréo estabelecido por Friedenstein, que se baseia
no isolamento das BMSC a partir de sua aderéncia ao substrato de cultura.

Partindo desse principio, as culturas sdo mantidas na estufa em temperatura e
condicbes atmosféricas ideiais ( 37°C e 5% de COz ), por 72 horas (tempo necessario para
adesdo das BMSC). Apds 72 horas de cultivo, o meio foi trocado, permitindo o descarte das
células ndo aderentes. Dessa forma trata-se de culturas primarias, onde ndo foi realizada

nenhuma passagem.
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8.6 - EXPANSAO

Para a expansdo das BMSC in vitro, as células receberam diferentes tipos de
suplementacdo, logo as células foram destribuidas em 4 placas. Desse modo, 0 meio de
cultura IMDM (comum & todos os tratamentos), foi enriquecido com PRP ou SFB nas
respectivas concentragdes: 1) PRP 1% ; 2) PRP 2,5% ; 3) PRP 5% ; 4) SFB 10%

PRP 1 % PRP 2,5 % PRP 5 %

00 00 00| 0
00 |00 0O O
00 ©C OO O

[0 [4 x 10%] células / pogo

© OO

@
O
O

[ [8 x 10%] células / pogo

Figura 6 — Esquematizacdo do plaqueio para a expansdo das BMSC. As células foram plaqueadas em duas
densidades iniciais: [4x10%] e [8x10%] respectivamente em triplicata. Testamos o tratamento dessas células com
PRP 1% ; 2.5% e 5%, mantendo o SFB 10% como controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

As BMSC permanecem na estufa em condicdes ideais de cultura, e a troca do
meio de cultura com seus respectivos suplementos é realizada a cada 3 dias, até completarem
o ciclo de 14 dias de cultura, ou em caso de alta taxa proliferativa, o cultivo é interrompido
quando as células atingem subconfluéncia de aproximadamente 80%, para que seja possivel a
contagem e a mensuracdo da area das colbnias formadas. As células foram fixadas com
formoaldeido 4% por 5 minutos e coradas também por 5 minutos com cristal violeta. Em

seguida realizou-se a contagem das col6nias obtidas e a mensuracgdo da area das mesmas.

Nossa equipe buscou avaliar a influéncia do PRP sobre a proliferagdo das BMSC
in vitro, utilizando-se do SFB como controle. Ressaltamos que em todos os testes utilizou-se o

mesmo lote de SFB, afim de padronizar os resultados obtidos.
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9 - RESULTADOS

9.1 - EFICIENCIA DE FORMAGCAO DE COLONIA — (CFE)

Para a andlise da eficiéncia de formacdo de col6nias, utilizamos o método de
isolamento por aderéncia de UFC-F, denominado eficiéncia de formacédo de colonia (CFE).
As células plaqueadas em duas densidades iniciais: [4x10%] e [8x10%]; sdo condicionadas com
os diferentes tipos de suplemento ao meio de cultura: PRP ou SFB, usado como controle
(Figura 6)

Logo, observamos que assim como o SFB, o PRP ¢ capaz de induzir a aderéncia
das BMSC ao substrato de cultura. O PRP se mostrou significativamente mais eficaz que o
SFB, uma vez que observamos uma média bem proxima na capacidade de aderéncia obtida no
tratamento com o SFB 10% comparado ao PRP 1% (Tabela 1, Figura 7).

Dessa forma, conforme aumentamos a concentragdo do PRP (1% e 2,5% e 5%),
aumentamos também a concentracdo de unidades formadoras de colénia (UFC-F) aderidas,
que foram posteriormente fixadas na placa e contadas. Com isso obtivemos um acréscimo
significativo na meédia de colbnias encontradas respectivamente nesses tratamentos. Porém
devido a alta taxa de proliferacdo alcangada com o PRP 5%, devemos desconsiderar a baixa
CFE obtida nesse tratamento, uma vez que com a alta proliferacdo, os bordos das coldnias se
confluem, e consequentemente a distingdo de colbnias isoladas fica impraticavel (Tabela 1,
Figura 7)

Ressaltamos ainda, que o baixo nimero de coldnias distinguiveis, ou seja baixa
CFE no PRP 5%, é compensado pelo tamanho da area alcancada com a confluéncia dessas
colénias (Tabela 2, Figura 8). Destacando também que a cultura com o PRP 5% ja se
encontrava em subconfluéncia no décimo segundo (12°), e por isso esse tratamento foi
interrompido afim de evitar que essas células entrassem em confluéncia.

Portanto, para a verificacdo adequada da influéncia do PRP sob a aderéncia das
BMSC, a comparagdo entre 0 SFB 10% com o PRP 1% e PRP 2,5% respectivamente, ja é
suficiente para validar o poténcial do PRP. Demonstrando a vantagem no uso de PRP
comparado ao SFB para o0 isolamento das BMSC, uma vez que obtemos a mesma aderéncia

com concentra¢Ges muito inferiores de PRP (Tabela 1, Figura 7)
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Tabela 1. - Nimero médio de unidades formadoras de col6nia (CFE), valor minimo e valor maximo de col6nias
encontradas e desvio padrdo. Plaqueadas nas densidades iniciais: [4x10%] e [8x10%], induzidas com diferentes
tipos de tratamentos nas respectivas concentracdes: SFB 10%, PRP 1%, PRP 2,5%, PRP 5%.

Frequéncia Média Valor Minimo Valor Méximo Desvio Padréo
Frequéncia Frequéncia
ensidade [4x10%] [8x10%] [4x10%] [8x10%] [4x10%] [8x10%] [4x10%] [8x10%]
Tipos
traramento
SFB 10% 12,9 19,8 5 11 25 33 7,80 9,30
PRP 1% 11,4 19,2 3 8 21 31 5,85 7,97
PRP 2,5% 18,7 24,1 8 7 28 36 7,81 10,93
PRP 5% 14,9 15,8 6 6 24 28 6,17 9,55
CFE
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Figura 7 - Nimero médio de unidades formadoras de col6nia (CFE) . Plagueadas nas densidades iniciais: [4x10%]
e [8x104], induzidas com diferentes tipos de tratamentos nas respectivas concentragdes: SFB 10%, PRP 1%, PRP
2,5%, PRP 5%.
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9.2 - POTENCIAL DE EXPANSAO DAS COLONIAS

Para a andlise da influéncia do PRP na atividade proliferativa das UFC-F, foi
determinado o diametro de cada colbnia presente nos pocos, e entdo calculamos a média do
didmetro das coldnias obtidas.

Assim observamos que quanto a proliferacdo, o SFB10% obteve uma média um
pouco maior do que o PRP1%. Porém essa taxa foi facilmente superada ja pelo PRP 2,5%
onde obtivemos coldnias maiores e mais densas quando comparado ao controle. E
sucessivamente, quanto maior a concentracdo de PRP adicionado ao meio de cultura basal,
maior sera o tamanho das coldnias obtidas (Tabela 2, Figura 8).

Logo com o PRP 5% a inducdo na proliferatividade das BMSC superou
significativamente o tratamento com o SFB10%, antingindo a subconfluéncia no décimo
segundo dia, quando este tratamento foi interrompido para que fosse possivel a mensuragédo
do didmetro das colonias (Tabela 2, Figura 8).

Devido a alta atividade proliferativa obtida com PRP 5%, quando as coldnias
presentes na placa encontram seus bordos, as células de diferentes coldnias se sobrepdem, e
consequentemente, a fusdo de varias col6nias forma uma unica grande col6nia.Com isso, 0
tratamento com concentracbes muito inferiores de PRP, obtemos colonias muito maiores,
quando comparadas com a concentracdo de 10% SFB. O que garante um resultado muito mais
significativo na expansdo das UFC-F quando utilizamos o PRP alternativamente ao método

convencional de cultivo com SFB (Tabela 2, Figura 8).

Tabela 2. Média do didmetro das col6nias obtidas, valor minimo e valor méximo dos didmetros encontrados em
(cm); e desvio padrdo. . Plagueadas nas densidades iniciais: [4x10%] e [8x10“], induzidas com diferentes tipos de
tratamentos nas respectivas concentragdes: SFB 10%, PRP 1%, PRP 2,5%, PRP 5%.

Média Diametro Valor Minimo (cm) Valor Maximo (cm) Desvio Padrao
(cm)
Densidade [4x107] [8x107] [4x10] [8x107] [4x10] [8x107] [4x10] [8x10%]

Tipos
traramento

SFB 10% 0,25 0,28 0,20 0,18 0,32 0,40 0,06 0,06

PRP 1% 0,21 0,26 0,15 0,20 0,25 0,35 0,04 0,05

PRP 2,5% 0,32 0,38 0,22 0,21 0,50 0,60 0,10 0,13

PRP 5% 0,39 0,49 0,23 0,31 0,70 0,90 0,17 0,21
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Diametro das colonias
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Figura 8 - Média do didmetro das col6nias obtidas. Plaqueadas nas densidades iniciais: [4x10%] e [8x10%],
induzidas com diferentes tipos de tratamentos nas respectivas concentragdes: SFB 10%, PRP 1%, PRP 2,5%,
PRP 5%.

9.3- MORFOLOGIA

Quanto a morfologia das células, podemos observar que quando cultivadas com o
SFB apresentam uma morfologia discretamente distinta das células tratadas com PRP (Figura
9).

Podemos entdo observar que mesmo todas mantendo seu formato fusiforme,
comum ao ‘espalhamento’ das células sobre o substrato, as células cultivadas com SFB sdo
menores e menos esticadas. Enquanto as células cultivadas sob influéncia do PRP apresentam
uma maior superficie de aderéncia, o que corrobora a alta atividade proliferativa dessas
células, uma vez que para se dividir elas se soltam parcialmente do substrato, realizam a
divisdo mitética e posteriormente todas voltam a aderir novamente ao plastico e por isso
encontram-se mais esticadas sobre o plastico (Figura 9).

Observamos também que quanto maior for a concentragdo do PRP, mais robustas
serdo as células em cultura, sendo assim no tratamento com PRP 5% obtemos células
esticadas e ainda assim mais robustas, ou seja 0 PRP leva a uma maior area das coldnias
formadas, abrangendo assim uma superficie maior do que as células cultivadas com SFB. O

que indica que o PRP assume também influéncia no crescimento das BMSC.
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SFB10%

Figura 9: Morfologia das BMSC observadas em microscépio invertido nas objetivas de: 4x (A, E, I, M); 10x (B,
F, J, N); 40x (C, G, K, O); e 100 x (D, H, L, P), apds o final da cultura, no 14° dia. As linhas referem-se
respectivamente aos tipos de tratamento recebido: SFB 10% (A, B, C, D); PRP 1% (E, F, G, H); PRP 2,5 % (1, J,
K, L); PRP5% (M, N, O, P).
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DISCUSSAO

Diante de tantos potenciais terapéuticos alcangado com o uso das BMSC, a baixa
concentracdo dessas células na medula, faz com que seja necessaria sua expansao in Vitro,
antes do tratamento clinico. As BMSC, representam cerca de 0,01% a 0,0001% ( representa
em média [107] total) das células mononucleadas da medula adulta fresca., observando que
esse numero decresce significativamente de acordo com a idade do paciente (BYDLOWSKI
et al., 2009).

S&o utilizadas & partir de 2 x 10° células/Kg de massa corpdrea para transplantes.
Por isso torna-se indispensavel a proliferacdo dessas células in vitro, onde o tempo de cultura
vai variar de acordo com o proposta clinica e consequentemente com a concentracdo de
celulas necessérias para realizar a transfusdo (KOC et al., 2002; VALIM, 2012; ZHAO, REN
& HAN, 2016).

Contudo, o protocolo reproduzido universalmente, utiliza-se do soro fetal bovino
como fonte exdgena de fatores de crescimento. Porém, quando esse material xendfobo (SFB)
¢ adicionado ao meio de cultura basal, o produto gerado ndo € ideal para infusdo no
organismo humano (xenoenxerto) e pode causar reacdes de inflamatdrias severas culminando

na rejeicdo das células transplantadas.

Outro fator de grande relevancia na utilizagdo do soro animal em cultura, é a
inconstancia na concentracdo de fatores de crescimento obtidos em diferentes lotes, uma vez
que a variabilidade na quantidade desses fatores, esta diretamente relacionada com a taxa
proliferativa que o soro induz nas BMSC (CORDEIRO-SPINETTI, 2013 - 13).

Portanto nosso estudo propde a utilizacdo do plasma rico em plaquetas (PRP)
como alternativa a suplementacdo com SFB. Além das caracteristicas explicitas que fazem o
PRP prevalecer ao uso de soro animal, como o fato do facil acesso por ser obtido através do
sangue periférico, o PRP demonstrou uma influéncia consideravel na otimizacao da cultura de

BMSC, propiciando assim a terapia autéloga.

Dessa forma a partir da técnica de isolamento baseada na aderéncia das BMSC ao
substrato, analisamos a sua capacidade de aderir ao pléastico, e ainda sua proliferacdo mediante
diferentes tratamentos. Foi adotado o SFB 10% como controle de nosso estudo, que visa
verificar a influéncia do PRP sobre as BMSC cultivadas in vitro. Para tal enriqguecemos o
meio de cultura com PRP 1% ; PRP 2,5 % e PRP 5%.
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Com o método de eficiéncia de formacdo de coldnia (CFE- colony forming
eficiency), observamos que o PRP influéncia positivamente na aderéncia das UFC-F em
cultura. Uma vez que a partir das mesmas densidades iniciais plagueadas, conforme
aumentamos a concentracao de PRP ( 1% , 2,5% e 5% respectivamente) aumentamos também
a capacidade de aderéncia das BMSC, o que pode ser observado em contraste com o SFB, na
Tabela 1, Figura 7. Portanto, a maior concentracdo de PRP favorece a formacgdo de um maior
nimero de coldnias, estando diretamente relacionado a um aumento na capacidade de
aderéncia das UFC-F.

Destacamos que devido ao grande potencial proliferativo atingido com o PRP 5%,
no décimo segundo (12°) dia de tratamento, as células ja se apresentavam em monocamada
subconfluente (aproximadaente 80%-90%), o que nos forgou a interromper o tratamento. Uma
vez que se as células em subconfluéncia confundem seus bordos, a contagem de colénias
separadas é prejudicada, o que explica 0 menor nimero de coldnias descritas no tratamento
com PRP 5%. Portanto a comparagdo ideal para a constatacdo da influéncia do PRP na
aderéncia das UFC-F (CFE), seria entre 0 SFB 10% e o PRP 2,5%, mostrando que essa baixa
concentracdo de PRP ja é o suficiente para prevalecer ao soro animal (Tabela 1, Figura 7).

Quanto ao potencial de expansdo das coldnias, ao analisarmos a area das colénias
formadas, observamos que o PRP além de influénciar a aderéncia e com isso a maior
quantidade de progenitores multipotentes em cultura, verificamos também a influéncia do
PRP na proliferacéo das BMSC.

Foi constatado que o tratamento com PRP, mesmo em concentragdes muito
inferiores ao SFB, d& origem a coldnias significativamente maiores. O que se refere
diretamente a agdo que o PRP exerce sobre as BMSC em cultura, que interfere diretamente no
seu potencial proliferativo, tendo a capacidade de amplificar consideravelmente 0 mesmo
(Tabela 2, Figura 8).

Assim, atingimos o mesmo potencial proliferativo do SFB 10% com o PRP1% e
consequentemente, quanto maior for a concentracdo de PRP em cultura, maiores séo as
colonias obtidas. Dessa forma o tratamento com PRP 5%, apresentou a maior influéncia na
area das coldnias obtidas, logo, no 12° dia de cultura essas células ja se encontravam em
monocamada subconfluente (Tabela 2, Figura 8).

A morfologia fusiforme das células observadas também difere de acordo com o

tratamento recebido. Aonde observamos que as células tratadas com o SFB, apresentam-se
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menos esticadas sobre o substrato, quando comparada com as BMSC tratadas com PRP, que
por sua vez apresenta células mais robustas e mais esticadas (Figura 9).

Mostramos que o PRP demonstra uma maior atuacdo sobre a adesdo celular, dos
progenitores mesenquimais em cultura, atuando na ainda na proliferacdo dos mesmos, o que
culmina em uma maior superficie de aderéncia obtida com o uso de PRP quando comparadas
ao SFB, formando assim col6nias maiores (Figura 9).

Ainda, no tratamento com PRP encontramos muitas células apinhadas no centro
da col6nia (principalmente no PRP 2,5% e PRP 5%), dando uma coloragdo roxo escuro no
centro das colbnias. O que indica que ali existe um concentrado de células em alta atividade
proliferativa, onde a sobreposicao das células favorece essa coloragdo mais forte no centro da
colonia. Podemos ainda observar no bordo das colonias, células com maior area de adeséo, o
que ratifica a proliferacdo celular constatada, uma vez que ao se proliferar essas células
pertencentes ao final da cascata de divisdo celular, se espalham pelo substrato (Figura 9).

A capacidade de realizar divisdes simétricas ou assimétrica pode ser a chave para
o0 reparo do tecido. Com isso as células-tronco equilibram essa divisdo ao originar algumas
células idénticas (autorenovacdo) garantem a manutencdo de células indiferenciadas na
colénia e essas podem se proliferar por inimeras vezes. Por outro lado as células
comprometidas vao ser induzidas a se diferenciar de acordo com o tecido proposto, e isso
ocorre tanto in vitro (sob condic¢des ideais de cultura) ou in vivo (quando introduzidos
localmente) e desta forma assumem papel chave na regeneracao tecidual (MORRISON E
KIMBLE, 2006).

Essa via de comprometimento das BMSC in vitro desencadeada pela divisdo
assimétrica, ocorre de acordo com um modelo hierdrquico descrito pela cascata de
diferenciacdo. A cascata de diferenciacdo, se refere as etapas que as células percorrem até
adquirir seu fendtipo final. Dessa maneira as BMSC sdo células primitivas da cascata de
diferenciacdo assim elas podem dar origem a progenitores, tripotentes (com o fen6tipo osteo-
condro-adipogénico),  bitopotentes  (fenOtipo  osteo-condrogénico) ou  unipotentes
(osteogénicas) (MURAGLIA, 2000).

. A capacidade de proliferacdo dos clones multipotentes (osteo-condro-adipo) é
por volta de 22- 23 doublings (duplicacéo das células). J& os clones bipotentes (osteo-condro)
apresentam uma atividade proliferativa um pouco menor, e apresentam capacidade de realizar
em torno de 20-22 doublings, e o ultimo fendtipo mantido € o osteogénico, que pode realizar

em média 19 doublings. Observou-se ainda que com aproximadamente 23 doublingns, 99%
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das células em cultura expressam marcadores de comprometimento com a linhagem
osteogénica (MURAGLIA, 2000). E por isso, quanto mais primitiva forem as células em
cultura (indiferenciadas ou muitipotentes), maior sera o potencial proliferativo e portanto

maiores serdo as coldnias obtidas.

Admite-se que sdo varios os fenotipos mesenquimais finais inatos alcancados
pelas BMSC, assim como: 0sso, cartilagem, tenddo, ligamento, gordura, musculo, derme,
estroma medular de suporte a hematopoiese, e outros tecidos conectivos (DEXTER, ALLEN
& LAJTHA, 1977; TAVASSOLI & FRIEDENSTEIN, 1983; CAPLAN, 1991).

Sabe-se também que as BMSC estdo predispostas a sofrer influéncia do nicho em
que se encontram, devido aos fatores liberados localmente in-situ, logo podem ser induzidas a
se diferenciar em diversos tecidos in vivo. Dessa forma, quando as células mesenquimais
estdo no site de lesdo, as moléculas bioativas secretadas pelas mesmas, véo agir de forma
autdcrina, induzindo a autorenovacdo celular, ou de forma paréacrina, induzindo assim a
proliferacdo das células saudaveis do tecido em questio (MORRISON & SPRADLING,
2008). Hoje ja € bem elucidado na literatura a pluripoténcia dos progenitores mesenquimais.
Dessa forma fatores intrinsecos determinam o padrdo de diferenciagdo mesenquimal,
enquanto os fatores extrinsecos (microambiente in vivo / meio indutor; densidade do tecido /
substrato de cultura; interacdo célula-célula) permitem a transdiferenciacdo. (WATT &
HOGAN, 2000)

Devemos também ressaltar a influéncia do PRP quando ministrados juntamente
com as BMSC. Na literatura encontra-se diversas descricbes da funcdo realizada pelos
diferentes fatores de crescimento contido nas plaquetas.

As plaquetas contém moléculas especiais que ficam retidas em seus granulos, e s6
serdo liberados mediante uma leséo in vivo. Porém in vitro, a interacdo das plaquetas com as
BMSC, desencadeia a liberacdo do contetdo de seus granulos, e estes iram exercer agdes
diretas na proliferacdo das BMSC. Como exemplo podemos citar alguns fatores de
crescimento essenciais para que ocorra a proliferacdo (vitro) / regeneracao (vivo) das células:
PDGF (platelet derived growth factor); TGF- B (transforming growth factor- p); EGF
(epidermal growth factor); bFGF ( basic fibroblast growth factor); e IGF-1 (insulin-like
growth factor 1); EVGF (endothelial vascular growh factor). Todos esses fatores atuam
ativamente em varias fungdes regeneradoras exercidas pelas BMSC, que serdo ainda mais

amplificadas pela acdo também reparadora inata das plaquetas.
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Assim 0 PDGF- AB e 0 IGF- 1 s sdo fatores que influénciam tanto na proliferacao
celular, in vitro. In situ o PDGF responsavel pelo inicializacdo do reparo nos tecidos,
aumentando as taxas de mitose celular, promove a angiogénese, a ativacdo de macrofagos e
diferenciacdo das BMSC (PONTE et al., 2007).

Outros estudos demontram que o IGF-1 combinado com TGF-B agem
aplificando a proliferacdo das BMSC, influenciando também na diferenciacdo condrogénica.
(LONGOBARDI et al., 2006). J4 o0 TGF-B aumenta a quimiotaxia e a mitose in vitro, assim
como in vivo estimula ainda a deposicao de colageno. Por sua vez o IGF esta relacionado com
a mobilizacdo paracrina das outras BMSC, aumentando a velocidade e a eficacia do reparo
tecidual (HAIDER et al., 2008).

O FGF-2 desempenha um papel crucial na autorenovacdo e na manutencdo do
multipotencial das BMSC humanas in vitro (TSUTSUMI et al., 2001). In situ induz também a
producéo de coldgeno e acido hialurénico.

O EGF, além de também aumentar a atividade proliferativa das BMSC ex vivo,
durante o processo de regeneracdo, induzem o desenvolvimento epitelial e a angiogénese.
Sendo o VEGF o fator mais importante na promog¢édo da angiogénese, e maturacdo dos vasos
recém formados, aumentando também a permeabilidade vascular.

Destacamos ainda estudos que demonstram que o PRP promove a migracdo das
células mesenquimais até o site de lesdo (ROUBELAKIS et al., 2004).

Nossos resultados demonstram que o plasma rico em plaguetas aumenta as taxas
de aderéncia e proliferacdo das BMSC em cultura, o que nos oferece a possibilidade de
otimizar o tratamento dessas células, além de tornar o seu uso para fins terapéuticos muito

mais seguro, devido a compatibilidade das plaquetas com o organismo humano.

Devido ao potencial encontrado in vitro e in vivo quando usamos a terapia
combinada de BMSC + PRP. Nosso estudo demonstrou que além de superar o potencial
proliferativo alcancado com o SFB in vitro, 0 PRP implica na disponibilizacdo mais réapida e
segura das BMSC, assim sdo inimeros 0s possiveis beneficios do tratamento clinico oferecido
por essa combinacdo. Dessa forma, verificamos a possibilidade do tratamento terapéutico que
somente 0 uso das BMSC cultivadas sobre influéncia do PRP oferecem. Logo podemos
promover a otimizacdo da cultura e com isso as células obtidas conferem seguranca e
eficiéncia ao enxerto. Assim oferecemos a real possibilidade de cura para uma gama de
patologias consideradas irreversiveis pelos métodos tradicionais. Ressaltamos ainda, a grande

expectativa despertada ndo s6 na comunidade cientifica, mas principalmente na populagéo em
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geral, que muitas vezes conta com a terapia de células-tronco, como Unica esperanca para
familiares e pacientes, antes desamparados pela impossibilidade de tratamento através da

medicina convencional.
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11 - CONCLUSAO

Nosso trabalho sugere o uso plasma rico em plaquetas como alternativa de
suplementacdo ao soro animal para a cultura de células mesénquimais estromais da medula
6ssea humana (BMSC). Tendo em vista que o PRP apresenta inimeras vantagens para o
cultivo de células humanas, nosso estudo procurou verificar a influéncia do mesmo sobre as
BMSC.

Deste modo, além de o PRP ter se demonstrado altamente eficaz para o isolamento,
auxiliando na aderéncia das células, atua tambeém amplificando significativamente a taxa de
proliferacdo das mesmas. Desta forma, nosso estudo demonstra que concentragdes muito
inferiores de PRP (2,5% e 5%) ja sdo suficientes para aumentar a taxa de aderéncia das

BMSC, assim como para superar a atividade proliferativa obtida com uso do SFB 10%.

Logo, nosso estudo visa otimizar o tempo de cultura in vitro, para a
disponibilizagdo mais rapida dessas células para o tratamento clinico. Além de propiciarmos o
tratamento autélogo com o uso do PRP e BMSC do préprio paciente a ser tratado, garantindo
a seguranca do enxerto. O tratamento alogénico também tem se demonstrado eficaz e seguro
no uso de aloenxertos, ampliando ainda mais o potencial terapéutico obtido no tratamento
concomitante desses dois tipos celulares. Contamos ainda com a significativa amplificacéo
dos potenciais exercidos pelas BMSC quando tratadas com PRP, que devido aos seus fatores
de crescimento secretados pelas plaquetas, aumentam a eficiéncia das BMSC tanto in vitro,

quanto in vivo.

Concluimos ressaltando a relevancia de nosso estudo, diante das inUmeras
patologias potencialmente curaveis através do uso de BMSC na terapia celular, e dessa forma
0 PRP viabiliza o uso clinico em humanos, sem comprometer, e ainda amplificando as

funcdes e o carater antiimunogénico exercido pelas BMSC in vivo.
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