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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo consideradas células multipotentes ndo  Revista HCPA. 2012;32(1):71-81
hematopoéticas com propriedades de autorrenovacdo e capacidade de diferenciagao em

tecidos mesenquimais e, possivelmente, em ndo mesenquimais. Varios estudos recentes tém  Laboratério de Cultura Celular
reforcado o carater multipotente destas células pela capacidade de diferenciarem-se em e Anélise Molecular de Células
células derivadas da mesoderma embrionario: ostedcitos, condroblastos e adip6citos. Hematopoéticas,

. PURTEN . . . . - Centro de Pesquisa Experimental,
Devido ao facil isolamento e cultivo, potencial de diferenciagao e producao de fatores de " P

crescimento e citocinas, as CTMs tém se tornado as candidatas ideais para os protocolos da
medicina regenerativa.

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Contato:
Este artigo revisa as principais caracterfsticas dessa célula, forma de obtencdo e cultivo,  LaciaSilla
propriedades imunologicas e aplicagdes clinicas. Isilla@hcpa.ufrgs.br

. . . . Porto Alegre, RS, Brasil
Palavras-chave: células-tronco mesenquimais; cultura; terapia celular &

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) are nonhematopoietic multipotent cells with self-
renewal properties and the ability to differentiate into mesenchymal tissues and possibly
nonmesenchymal cells. Several lines of evidence in the past few years have confirmed the
ability of these cells to differentiate into cells derived from embryonic mesoderm, such as
osteocytes, adipocytes and chondroblasts.

Because they are easy to isolate and culture and due to their differentiation potential
and production of growth factors and cytokines, MSC have become ideal candidates for
regenerative medicine protocols.

This study reviews the main characteristics of MSC, how to isolate and culture them, and their
immunological properties and clinical applications.
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Ascélulas-tronco, pordefinicao, so célulasindiferenciadas,
capazes de autorrenovacgdo por meio de divisdes mitéticas
assimétricas (1). As principais caracteristicas das células-tronco,
tornando-as extremamente interessantes, s3o a sua capacidade
de autorrenovacdo, ou seja, sdo capazes de se multiplicar,
mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma
reposicdo ativa de sua populagdo de maneira constante nos
tecidos; e, mais interessante ainda, sua potencial capacidade
de se diferenciar em diversos tipos celulares do mesmo tecido
e, aparentemente, de tecidos diferentes (2).

As células-tronco sdo divididas em dois grandes grupos
que dizem respeito ao seu local de origem: podem ser
células-tronco embrionarias (CTE), quando sao derivadas
da massa celular interna do blastocisto embrionario; e
células-tronco adultas (CTA) que sdo aquelas obtidas do
sangue de corddo umbilical, da medula éssea e do sangue
periférico; adicionalmente, acredita-se existirem células-
tronco para tecidos ou 6rgdos especificos em todo o
organismo adulto(3).

As CTEs sao células pluripotentes dotadas de grande
plasticidade, que apresentam caracteristicas peculiares,
como uma ilimitada capacidade de proliferacdo in vitro
sob estimulos, além da possibilidade de formar células
derivadas dos trés folhetos embrionarios em cultura (4, 5).

As CTAs podem ser consideradas populages celulares
indiferenciadas mantidas no organismo adulto, onde
participam da homeostase tecidual, gerando novas
células em resposta ao repovoamento celular fisiol6gico
ou a uma injaria (5-7).

Essas estdo em estado quiescente ou de baixa
proliferacdo, predominantemente nas fases GO e G1 do
ciclo celular, localizando-se em regides especificas para
o seu desenvolvimento e manutencdo dos seu atributos,
particularmente a capacidade de autorrenovacao (8). Essas
regides sao denominadas de nichos celulares e dentre os
principais sitios estdao: medula 6ssea (9), coracdo (10), rins,
pele, figado, pancreas, ovarios, corddao umbilical, placenta,
liquido amnidtico, amnio, entre outros (11).

As primeiras CTAs estudadas e, consequentemente, as
mais bem caracterizadas sdo as células hematopoiéticas
provenientes da medula 6éssea. Estas células sdo capazes
de diferenciar-se nos constituintes mieloides e linfoides
do sangue e ha muito vém sendo utilizadas com sucesso
em transplantes para pacientes com faléncia medular ou
com cancer (12).

Mais tarde foi isolado outro tipo de célula-tronco
adulta, também constituinte da medula 6ssea, porém com
propriedades diferentes das hematopoéticas: as células-
tronco mesenquimais (CTM) ou células-tronco estromais.
Elas receberam essa denominacdo porque derivam do
folheto embrionario intermediario, o mesoderma, que é
responsavel pela formacdo dos tecidos 6sseo, cartilaginoso
e adiposo (13).
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CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As CTMs sdo consideradas células multipotentes nao
hematopoéticas com propriedades de autorrenovagdo e
capacidade de diferenciacdo em tecidos mesenquimais e,
talvez, nao mesenquimais (14). O primeiro relato das CTMs
foi realizado pelo pesquisador russo Friedenstein e seus
colaboradores, na década de 1970, que as descreveu como
sendo células morfologicamente semelhantes a fibroblastos
e com alta capacidade de adesdo a superficie plastica (15).
Varios estudos posteriores relataram a multipoténcia destas
células, ou seja, a capacidade de diferenciarem-se em
células derivadas da mesoderma embrionaria: osteocitos,
condroblastos e adip6citos (16-19).

Denominagdes utilizadas e caracterizacdo basica das
CT™

As CTMs, sobretudo aquelas oriundas da medula 6ssea
humana, diferem muito quanto a nomenclatura utilizada.
Inicialmente foram chamados de unidades formadoras
de colonias fibroblastoides (CFU-F, colony forming unit
fibroblast), devido a capacidade de aderir ao plastico das
garrafas de cultivo e formar coldnias de células similares
aos fibroblastos (20). Foram também denominadas células-
tronco ou progenitoras mesenquimais, pois diferenciavam-
se em uma grande variedade de células ndo hematopoéticas
(21) e de células estromais da medula 6ssea, porque
pareciam originar-se de estruturas de suporte da medula
6ssea e podiam ser utilizadas como feeder layer para o
crescimento das CTHs em cultura (15).

Em 2005, a sociedade internacional para terapia
celular (ISCT - International Society for Cellular
Therapy) propds uma nova nomenclatura para designar
a populacdo de células fibroblastoides que crescem
aderentes ao plastico, isoladas dos mais diversos tecidos e
com capacidade de diferenciagcao multipotencial in vitro:
células mesenquimais estromais multipotentes. A ISCT
propde, ainda, que o termo célula-tronco mesenquimal
seja para aquelas que indubitavelmente, preencham
as caracterfsticas de células-tronco e ressalta que estas
células compdem uma subpopulagdo das células
aderentes ao plastico. A sigla CTM (MSC - do inglés,
Mesenchymal Stem Cell) pode ser utilizada para estas
situagcdes, mas deve ser corretamente identificada (22).

Ainda de acordo com a ISCT, uma determinada
populacdo de células sera classificada como célula-tronco
mesenquimal quando apresentar trés caracteristicas-chave.
A primeira é que as mesmas sejam isoladas com base nas
suas propriedades de adesdo seletiva a superficie do material
onde sdo cultivadas (geralmente plastica); a segunda é a
expressao de determinados antigenos de membrana e, por
fim, que as células possam ser diferenciadas em tecido
6sseo, gorduroso e cartilaginoso ap6s estimulo (22).
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ONTOGENIA E FONTES DE CTM

A ontogenia da CTM ainda ndo é bem conhecida.
Acredita-se que a CTM multipotente descenda de uma
célula pluripotente ou mesmo de outra multipotente
presente durante a vida fetal em uma frequéncia
muito maior. Estd localizada na fracdo estromal da
medula 6ssea que fornecem o suporte do estroma
para o crescimento e diferenciacdo de células-tronco
hematopoéticas e para hematopoese (23).

Acredita-se, também, que ha a presenca de uma
camada de células estromais que daria sustentacdo a
hematopoese na regido aorto-gonoda-mesonéfrica em
murinos, que o sangue humano fetal contém, durante
as primeiras semanas, grande quantidade de CTHs e de
células estromais e que ocorra um encontro de células
fetais na circulacio e nos tecidos maternos, mesmo
décadas apds a gravidez, que parecem participar na
reparacdo tissular. Em combinagdo, estas observagoes
apo6iam a hipotese da existéncia de uma CT multi ou
pluripotente que existe desde a idade gestacional precoce
e que pode persistir por toda a vida do adulto (24).

Além disso, a correlacdo inversa entre a presenca
de CTMs no cordao umbilical e a idade gestacional,
também observada para as CTHs, sugere que as células
mesenquimais migrem precocemente, durante o
desenvolvimento, dos seus sitios primarios para outros
tecidos fetais (17). Contudo, a real identidade desta
célula e a sua correlagdao com as CTMs expandidas in
vitro ainda necessitam ser definidas.

No ser humano, a medula 6ssea é a fonte mais conhecida
de CTM, mas também ja foram isoladas de outros 6rgaos e
tecidos, tais como tecido muscular esquelético e derme (25),
tecido adiposo (26), membrana sinovial (27), endotélio da
veia umbilical (28) e da veia safena (29), rim (30), sangue
de corddo umbilical e placentério (31,32), medula 6ssea
(33), cartilagem articular (34), ligamento periodontal (35)
e pulmao (36).

Do sangue periférico, ainda é uma questio em
aberto. Fernandez et al. (37) reportaram a presenca de
células “estromais” no sangue periférico mobilizado. Ja
os estudos de Zvaifler et al. (38) e Kuznetsov et al. (39)
demonstraram que a CTM circula no sangue periférico,
mas que é extremamente rara. Um outro estudo feito por
Kassis et al., com o auxilio de microesferas de fibrina,
isolou CTM de sangue periférico mobilizado, coletado
por aférese, de doadores normais (40).

ISOLAMENTO E cULTIVO DE CTM DA MEDULA OSSEA

Atualmente existem diversos métodos de isolamento
de CTM da medula 6ssea. Tradicionalmente,
estas células siao isoladas utilizando-se o método
originalmente descrito por Friedenstein (41), que se
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baseia na capacidade que estas células tém de aderir
ao plastico (41).

Resumidamente, o método é realizado da seguinte
maneira: o aspirado de medula 6ssea é processado
utilizando-se um gradiente de centrifugacdo como, por
exemplo, o ficoll. As células sdo coletadas e plaqueadas
em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
enriquecido com soro fetal bovino e penicilina/
estreptomicina (42).

Ap6s 24h (43) a 72h (16,44), todo o meio de cultivo
é trocado com o objetivo de remover as células ndo
aderentes. As células restantes sao cultivadas em camara
amida, a 372 C com 5% de CO2 e o meio de cultivo
é trocado a cada 3 a 4 dias até atingir confluéncia em
torno de 80%, o que ocorre por volta de 14 dias, quando
as células sdo tripsinizadas e expandidas por passagens
subsequentes (18).

Essas células apresentam inibicdo do crescimento
ao atingir a confluéncia, levando a necessidade de
varias passagens sucessivas para se obter grandes
quantidades de MSCs altamente enriquecidas,
com auséncia de outros tipos celulares. Porém, se
mais passagens sdao necessarias, isso pode alterar a
qualidade das MSCs (23).

A expansdo de CTM in vitro possui o risco de
acumular mudangas genéticas e epigenéticas na
célula, o que pode levar a uma transformacao celular
e ao cancer (45). O cultivo de CTM na presenca de
reagentes de origem xenogeneica, como o soro fetal
bovino, também limita a utilizacdo destas células em
ensaios clinicos (46).

Diversos autores demonstraram a capacidade de
substituir o uso de soro fetal bovino pelo lisado de
plaquetas no cultivo de CTM (47-51). Este procedimento
previne a contaminagdo das células cultivadas com
patdégenos bovinos e a xenoimunizagdo, mantendo a
capacidade de proliferacdo e diferenciacdo, e assim
permite a utilizagdo destas células cultivadas na terapia
celular para o tratamento de diversas doencas (46).

Outros métodos de isolamento de CTM ja foram
descritos como a selecdo positiva (52) ou negativa
(32,44) em colunas.

MORFOLOGIA E CARACTERISTICAS IMUNOISTOQUIMICAS DA CTM

As CTMs originam coldnias apoés cultivo celular em
baixa densidade ou sorting de uma Gnica célula (24).
Presume-se que essas colonias sejam derivadas de uma
Unica célula precursora (16). As col6nias com mais de
50 células, quando contadas ap6s 10 a 14 dias de cultivo
das células mononucleares (CMN) da medula 6ssea, sdo
chamadas de CFU-F (13,44).

Na microscopia, a CTM apresenta-se como uma célula
fibroblastoide alongada, fusiforme e pontiaguda, com
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nacleo eucromatico, oval, grande e central e citoplasma
abundante. Também podem ser observadas, a microscopia
eletrdnica, cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso
dilatadas, vactolos lipidicos cheios ou vazios, corpos
lisossomais e grande quantidade de polirribossomos e
ribossomos livres citoplasmaticos, além de filamentos
de actina bem organizados em suas extremidades (53).
Quando senescentes, as CTMs sdo grandes, largas,
achatadas, proliferam lentamente e expressam uma
B-galactosidade associada a senescéncia (54). Células com
morfologia intermediaria sdo observadas no decorrer do
cultivo (43).

As CTMs indiferenciadas coram-se pela fosfatase
alcalina, sudan-black, colageno 1V, fibronectina e nao
se coram pela esterase. A matriz que contorna as CTMs
contém colageno do tipo | e laminina da membrana basal.
Além disso, um grupo de col6nias pode, também, sintetizar
um antigeno associado ao fator VIII, o que indicaria uma
provavel origem endotelial (55).

EXPANSAO E PROLIFERACAO DA CTM

A cinética da expansao em cultura das CTMs pode ser
dividida em trés fases: 1) inicial, com duracdo de 3 a 4
dias, ocorre logo apés o plaqueamento das CMN da MO
e o crescimento celular é muito lento; 2) logaritmica,
durante as primeiras passagens, apresenta um crescimento
acelerado; 3) plateau: inicia-se quando a célula atinge a
senescéncia e perde a capacidade de expansao (56, 57).

Um estudo feito por Colter et al.(57) demonstrou que as
CTMs podem ser expandidas por mais de 50 vezes quando
plaqueadas em diluicdes muito baixas como 1,5 células/
cm2. Contudo, se expandiam por apenas 15 vezes quando
plaqueadas em concentracdes de 5000 células/cm2. Os
autores concluiram ainda que seja possivel expandir e
obter mais de 1013 CTMs de apenas 20 mL de MO (57).

Stenderup et al. (58) avaliaram dois grupos de doadores
normais com idades que variavam entre 18 e 29 e 66 a
81 anos e encontraram uma capacidade de duplicagdo
da populagdo celular significativamente menor para as
células do grupo mais velho comparado com o grupo
mais jovem. Concluiram também que as CTMs obtidas dos
doadores mais idosos, apesar de manterem a capacidade
de diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos, exibem uma
diminuicdo do potencial de proliferagdo, assim como uma
aceleracdo no processo de senescéncia, se comparadas as
dos doadores jovens.

Quanto as horas necessérias para a duplicacdo celular
durante a fase de crescimento logaritmico, Conget e
Minguell (59) encontraram um valor de 33 horas, enquanto
que Stute et al. (60) de 24 horas.

IMUNOFENOTIPAGEM DAS CTMs

Todas as células do organismo apresentam
um conjunto de marcadores de superficie que
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caracterizam a singularidade biolégica e a marca das
células que os contém. Contudo, as CTM apresentam
poucos marcadores imunofenotipicos especificos
(55,61), sendo sua caracterizagdo estabelecida pela
identificacdo de um perfil de marcadores especificos
e ndo especificos.

As diferencas quanto a intensidade de expressdo
dos diversos antigenos podem ser explicadas devido as
variacdes no método de cultivo e na fase evolutiva em
que as células sdo avaliadas (62).

A populagdo de CTMs isoladas da medula 6ssea de
humanos e camundongos expressa em sua superficie
marcadores moleculares como: CD44 (receptor de
hialuronato), CD105 (endoglina: marcador angiogénico),
CD106 (VCAM-1: molécula de adesido vascular), CD166
(ALCAM: moléculas de adesao de leucocitos ativados),
CD29 (integrinas VLA-R), CD73 (SH3 e SH4), CD90 (Thy-
1), Stro-1(estroma de suporte da hematopoese) e Sca-1
(63-65).

Kolf et al. afirmaram que o marcador Stro-1 é o
melhor marcador a se investigar quando se deseja
pesquisar a presenca de CTM. Entretanto, esse marcador
é gradualmente perdido durante a expansio em
culturas. Talvez, porém, combinacdes como Stro-1 e
CD106 poderiam constituir bons marcadores para a
identificacdo de CTM humanas (64).

Existe um consenso na literatura de que as CTMs
ndo possuem marcadores tipicos de células de
linhagens hematopoéticas e endoteliais, como, por
exemplo: CD11b (marcador de célula imune - integrina
Mac-1), CD14 (receptor de lipopolissacarideo LPS),
CD31 (PECAM-1: molécula de adesao plaquetaria),
CD33 (receptor transmembrana de células mieloides),
CD34 (receptor de células endoteliais), CD133 e CD45
(presentes em todas as células hematopoéticas). Sendo
assim, a auséncia dos antigenos CD14, CD34 e CD45
na superficie dessas células mesenquimais permite
distingui-las das precursoras hematopoéticas.

Embora ja tenham sido identificados oito marcadores
de superficie para identificacao de MSC, a ISCT concorda
que apenas a identificagdo dos marcadores CD105, CD73
e CD90, quando ndo estiverem expressos marcadores
hematopoéticos, é suficiente para a caracterizagdo
imunofenoétipadessas células. Contudo, essa caracterizagdo
deve sempre estar acompanhada da demonstracdo da
aderéncia celular por longos periodos em cultura e da
diferenciagdo destas em pelo menos duas linhagens
celulares distintas (22).

Fases Do cuLtivo DE CTM E A RELACAO COM A CITOGENETICA

A vida de uma CTM pode ser dividida em trés fases,
dependendo da sua idade in vitro - fase 1: quando completa
menos de 50% da vida celular; fase 2: fase crescimento
lento, na qual conclui 50 a 80% da sua existéncia; fase
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3: fase de senescéncia, durante a qual ha uma parada
na proliferacdo celular. No campo da biogerontologia,
baseado em caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e
nas caracteristicas moleculares, as células na fase 1 sdo
consideradas jovens e na fase 3 senescentes (58).

A senescéncia replicativa é um fendmeno
caracteristico do cultivo de células comprometidas
ex vivo. H4 uma parada na proliferacdo celular o que
limita a geracdo de um grande namero de células.
Ocorre secundariamente a varios fatores, incluindo o
progressivo encurtamento do telémero, secundério a
perda progressiva da atividade telomerase (66).

Ap6s o seu cultivo moderado, as CTMs mantém seu
cariétipo normal e ndo perdem a atividade da telomerase.
Contudo, no cultivo extenso, as funcées celulares
diminuem, fato confirmado pelos sinais evidentes de
senescéncia e/ou apoptose (17,67). Além disso, um
ambiente de estresse por baixas e altas concentragées de
oxigénio pode afetar a estabilidade cromossémica das
CTMs e assim contribuir para diferentes propriedades
biologicas. A estabilidade cromossémica de CTM sobre
essas condicdes é relevante para preparacdo da CTM e
sua aplicacdo clinica em regeneracgao tecidual (68).

Alguns experimentos demonstram que as CTMs
humanasretémmorfologiaestavel, fenétipoecaracteristicas
gendmicas durante a expansdo (69) enquanto outros
sugerem lesdes gendmicas que apareceriam em culturas
apos varias passagens. Grigorian et al. (70) observaram
que em uma de duzentas culturas de CTMs examinadas,
obtida de doadores sem patologias e cultivadas sob
condigbes-padrdo  houve alteragbes  morfolégicas,
proliferativas e cariotipicas no decorrer das passagens. As
células dessa cultura anormal mantiveram caracteristicas
imunofenotipicas de células mesenquimais, porém
algumas delas (em torno de 15 a 25%) tiveram numerosas
aberracdes cromossdmicas numéricas e estruturais.

Existem também estudos reportando actmulo de
mutagdes seguidas de transformacbes malignas das
células mesenquimais de camundongos (71). Quanto
ao surgimento de caracteristicas tumorigénicas foi
demonstrado em culturas de CTMs humanas, ap6s um
grande nimero de passagens in vitro (>50) (70,72).

Em contrapartida, alteracdes cromossémicas nao
foram observadas em outro estudo que avaliou os efeitos
da hip6xia ou normoxia nas CTMs (68).

CICLO CELULAR

Estudos de ciclo celular revelaram que, enquanto uma
pequena fracdo das CTMs estd ativamente engajada na
proliferagdo (aproximadamente 10% das células se encontram
nas fases S + G2 + M), a maioria das células se encontra na
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fase GO-G1 do ciclo celular (59), o que sugere uma alta
competéncia destas células em se diferenciar (17). Entretanto,
estudos que distinguem as células em crescimento das
quiescentes evidenciam que apenas 20% destas encontram-
se na fase GO (ndo ciclantes) do ciclo celular (59).

DIFERENCIACAO

Como mencionado anteriormente, as células-tronco
sdo capazes de formar ostedcitos, condrocitos e adipdcitos
tanto in vivo como in vitro. Somada a identificacdo das
CTMs baseadas em suas caracterfsticas fenotipicas, a
capacidade destas células formarem, ao menos, estes trés
tipos celulares distintos sao um dos critérios funcionais
disponiveis para identifica-las até entdo (64).

Existem evidéncias ainda controversas de que as CTMs
podem, além de diferenciar-se em células de linhagem
mesodérmica, também dar origem as células dos sitios
endodérmicos e neuroectodérmico, pelo do processo de
transdiferenciacdo. Dentre estas diferenciacées in vitro,
sob condicdes de cultivo apropriadas, estdo as derivacGes
em tenocitos, células musculares, cardiomiocitos, células
endoteliais, hepatocitos e neurénios (64).

Um trabalho de Baksh et al. demonstrou um
modelo teérico de diferenciagao das CTMs no qual as
células indiferenciadas passariam por duas fases antes
de adquirir um fendtipo especifico. Na primeira, a
CTM originaria por divisao assimétrica uma populagdo
de células menos indiferenciadas e outra, de células
precursoras com potencial de autorrenovacdo e
diferenciacdo mais restritas (73).

A transicio do compartimento de células-tronco
para o das comprometidas ocorreria com a divisdo
simétrica das células progenitoras tri ou bipotentes, o
que originaria os progenitores unipotentes. Este processo
é bem controlado e envolve uma alteragdo no perfil
de secrecdo de citocinas e de fatores de crescimento,
assim como uma alteracdo na estrutura tridimensional
da matriz extracelular, além da ativacdo e inativacao
de fatores transcricionais e a consequente expressdo de
genes relacionados a esta via de diferenciagao (73).

Existem alguns sinais quimicos e/ou biolégicos que
atuam como indutores da diferenciagcdo de MSCs. Fatores
cobbmo TGF- b (Transforming Growth Factor B)- o mais
potente deles, IGF-1 (Insulin-like Growth Ffactor 1), BFGF
(Basic Fibroblast Growth Factor), EGF (Epidermal Growth
Factor), PDGF (platelet-derived growth factor), Wnt e
ascorbato estimulam o potencial de diferenciacdo dasMSCs
em condroécitos. Varias vias de sinalizacio intracelulares,
como MAPK e Smads, sdo ativadas, induzindo varios
fatores de transcricio (SOX9,5S0OX5,50X6), levando
a producdo de protefnas de matriz celular, incluindo
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colageno tipo I, agrecan, requeridos para a formacdo de
cartilagem (23).

O BFGF ou o sinalizador Wnt podem estimular o
potencial de diferenciagao osteogénico ou neural. O meio
suplementado com 1,25-diidroxivitamina D3, 2-fosfato-
ascorbato e B-glicerofosfato pode induzir a diferenciacdo
osteogénica. VEGF, por sua vez, estimula o potencial de
diferenciacdo endotelial (23).

Dexametasona, juntamente com isobutil-metilxantina,
insulina e indometacina, estimulam o potencial
adipogénico; vactolos ricos em lipides, detectaveis por
coloragdo com oil red O, acumulam-se no interior das
células, que passam a expressar PPAR- y2 (23).

A diferenciagdo em adip6citos é iniciada por fatores
agonistas que incluem a insulina, a isometilbutilxantina,
a indometacina e os glicocorticoides. A diferenciagdo é
acompanhada n&o s6 por alteragdes na morfologia celular,
mas também pela ativacdo transcripcional de muitos genes
como o LPL e o PPARY2 ( peroxisome proliferator activated
receptor y2). Este Gltimo é membro da superfamilia de
receptores de ligantes de fatores transcripcionais ativados
e é reconhecido como um receptor nuclear hormonal
especifico do adipocito. Ele tem um papel-chave na
regulacdo do aumento das células gordurosas e a sua
expressao é estimulada pela dexametasona (53).

Adiferenciagdao em condrécitos ocorre quando as CTMs
sdo cultivadas em condicdes especificas, que incluem
o cultivo em formato tridimensional, meio nutritivo
sem SBF e a adicdo de um dos membros da familia do
TGF-B (transforming growth factor — B), sendo que o
TGF-B2 e o TGF-B3 sdo os mais efetivos na promocao
da condrogénese. Quando cultivadas nestas condigdes,
as células rapidamente perdem a sua morfologia
fibroblastoide e comegam a expressar os componentes
da matriz extracelular, especificos da cartilagem como os
glicosaminoglicanos (74).

O acido ascorbico, a dexametasona, o B-glicerolfosfato
e o SBF sdo necessarios para a ativagdo da diferenciacio
em ostedcitos. Esta via requer a expressdo de genes como
o Cbfa-1 (core binding factor alphal), fosfatase alcalina,
osteopontina (OST), osteocalcina e colageno | (75).
Quando cultivadas em monocamadas na presenca de
meio indutor especifico, as células adquirem morfologia
de osteoblastos, apds 14 a 21 dias (76), com aumento da
atividade da fosfatase alcalina e deposicdo de uma matriz
extracelular rica em calcio mineralizado (74).

PRODUCAO DE FATORES DE CRESCIMENTO, INTERLEUCINAS E
CITOCINAS

As CTMs produzem um grande ntimero de citocinas, dentre
elas, podemos citar o LIF (leukemia inhibitory factor), o SCF
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(stem cell factor), SDF-1 (stromal derived factor), a oncostatina
M (OSM), a BMP-4 (bone morphogenetic protein-4), o ligante
Flt-3 da tirosina kinase (Flt-3 lig) e o TGFp.

Também produzem uma grande variedade de
interleucinas (IL), como: IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11,
IL-12, IL-14 e IL-15. Quando cultivadas na presenca
da IL-1, as CTMs produzem citocinas que agem nos
progenitores hematopoéticos mais maduros, como a TPO
(thrombopoietin), o GM-CSF (granulocyte macrophage
colony-stimulating factor), o G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor), o M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor) (17,62,77).

Além disso, as CTMs expressam receptores (R) para
diversas citocinas e fatores de crescimento, como: IL-1R,
IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIF-R, SCF-R, G-CSF-R, INFy-R
(interferon y receptor), TNF1-R e TNF2-R (tumor necrosis
factor receptor), TGFB2-R, TGFB3-R, bFGF-R (basic
fibroblast growth factor receptor), PDGF-R (platelet-derived
growth factor receptor) e o EGF-R (epidermal growth factor
receptor) (17,77).

Estes dados em conjunto sugerem que as CTMs
contribuem para a formacgdo e o funcionamento do
microambiente estromal, o qual produz sinais indutores
regulatérios ndo sé para as CTMs, mas também para
o desenvolvimento dos progenitores hematopoéticos
e outras células estromais presentes na medula 6ssea
(13,17,62,77).

PROPRIEDADES IMUNOLOGICAS DA CTM

Outro motivo, além do seu facil isolamento e cultivo,
potencial de diferenciagdo e producio de fatores de
crescimento e citocinas, para as CTMs se tornarem
foco de atengdo terapéutica é devido ao seu potencial
imunomodulatério (78-80), embora os mecanismos de
imunossupressdo sobre a resposta inflamatéria e sobre
os mecanismos de rejeicdo ao transplante nio estejam
totalmente esclarecidos.

Mediante um contato direto das CTMs com um tecido
(alogénico ou aut6logo) ou mediante a interagdo paracrina
com o interferon-gama (INF-y), produzido por células
imunes do organismo, as CTMs desencadeiam a liberagao
de diversos fatores soltveis que atuardo sobre as células
do sistema imunolégico (linfocitos e células dendriticas
apresentadoras de antigeno - APC) (81,82). Dentre esses
fatores, estdao as prostaglandinas (PGE2), interleucinas (IL-
4, IL-6, IL- 10), fator de crescimento transformador beta
(TGFR), o fator de crescimento hepatoide (HGF) e a enzima
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (82).

Como consequéncia, a liberacdo de TGF-B e HGF
suprime a proliferagcao dos linfocitos T e B (83), enquanto
que a liberacio de PGE2 inibe, especificamente, a
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producdo dos linfécitos T citotoxicos e as demais
citocinas proé-inflamatérias. A enzima IDO induz a
apoptose dos linfécitos T por transformar o triptofano,
que é um aminoacido essencial para a ativagdo dessas
células em produtos toxicos no seu citoplasma (84). De
forma anédloga aos mecanismos anteriormente descritos,
in vitro, a IDO, PGE2 e TGF-B induzem a perda do
potencial citotdxico das células natural killer (NK), por
suprimirem a producao de IL-2, IL-15 e INF-y (85). Em
relacdo as APC, evidenciou-se que as CTMs interferem
na diferenciacdo, maturacdo e ativacio dessas células
por meio da producdo de IL-6 e de fator de crescimento
estimulador de macrofago (M-CSF). Além disso, a
liberacdo de PGE2 pelas CTMs inibe a produgdo e
secrecdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e de
INF-y e estimula a producgdo de citocina anti-inflamatéria
IL-10 (82,84).

Além dos efeitos imunossupressores, as CTMs
expressam pequenas quantidades de complexo de
histocompatibilidade  principal (MHC-I) e niveis
negligenciaveis de MHC-II (86) e/ou ndo expressao
MHC-II em sua superficie (87). Durante o processo de
selecdo clonal positiva e negativa realizada pelas células
de defesa do organismo (reconhecimento do préprio e do
ndo proéprio), essas células utilizam o MHC para realizar
tal selecdo. Logo, na auséncia de MHC, como verificado
nas CTMs, o processo de selecdo de ndo préprio nado
ocorre, impedindo que o organismo que recebeu essas
células indiferenciadas as reconhega como ndo proéprias
e realize a rejeicdo dessas (78).

Também o contato célula-célula faz com que haja a
producdo de diferentes tipos de fatores de crescimento
soltveis pelas CTMs, incluindo fator estimulador de
colbnias de granulécitos (G-CSF), fator estimulador
de colbnias de macréfagos e granulécitos (GM-CSF)
e diversas interleucinas (IL-1,6,7,8,11,12,14,15),
que influenciam fibroblastos e células granulociticas
envolvidas no processo de inflamagao (16).

Entretanto, em um estudo feito por Spaggiari et al.
demonstrou que as células NK, previamente ativadas pela
IL-2, lisam de maneira eficiente as CTMs aut6logas ou
alogénicas. Tal ativacdo pode ser inibida pela exposicao
das CTMs ao INF-y, que resulta em uma maior expressao
das moléculas de HLA classe | na superficie das CTMs. Em
contrapartida, as CTMs podem, por mecanismos ainda
ndo elucidados, inibir a inducdo de proliferacdo das
células NK latentes e nao ativadas. Todavia, este efeito

é apenas parcial nas células NK no estagio proliferativo
(88).

Em um outro estudo, Corcione et al. avaliaram o efeito
das CTMs sobre as células B e demonstraram que, pela
secrecdo de fatores soltveis inibitérios apos sinalizagdo
paracrina, as CTMs inibem, in vitro, a proliferacdo, a
quimiotaxia e a diferenciagdo das células B em células
secretoras de anticorpos (81).

Como antes exposto, as CTMs parecem ser efetivas na
inducdo da tolerancia. Entretanto, a maioria das analises
foi realizada com CTMs cultivadas e ndo in vivo (24).

APLICACOES CLiNICAS DA CTM

A habilidade de purificar, cultivar e manipular CT
somaticas multipotentes fornece aos pesquisadores células
de valor inestimavel, que podem servir para o estudo
e o desenvolvimento do reparo tissular com o objetivo
de corrigir lesdes provocadas por doencas congénitas
ou degenerativas. Esse processo conhecido por terapia
celular, visa principalmente substituir as células doentes
ou disfuncionais por células sadias. Como exemplo disso a
terapia com células-tronco que é considerada um ramo da
terapia celular.

As células-tronco mesenquimais, devido ao seu
facil isolamento e cultivo, potencial de diferenciacdo
e producdo de fatores de crescimento e citocinas, tém
se tornado as candidatas ideais para os protocolos da
medicina regenerativa (66).

Como prova disso, alguns estudos utilizando CTMs
em ensaios clinicos mostram que, bilhGes de CTMs
isoladas ou ligadas a biomateriais, sdo necessarias. Para
isso, a producdo de CTMs necessita da observacio e
aderéncia as boas praticas de manufatura, para assegurar
a liberaciao deste “medicamento celular” de modo
seguro, reprodutivel e eficiente (89).

Portanto, sdo varias as areas da medicina em que
as células-tronco tém sido empregadas, entre elas:
cardiologia (90); ortopedia (91); neurologia (92);
endocrinologia (93).

A CTM tem ganhado consideravel atengao também
como ferramenta de tratamento da DECHa (Doenca do
Enxerto Contra o Hospedeiro aguda) ap6s transplante
halogénio de células tronco hematopoéticas (89,94,95).
Esta ferramenta de tratamento é estudada no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre pelo grupo do Centro de
Tecnologia Celular do RS localizado do Centro de
Pesquisas Experimental.
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