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RESUMO 

 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) tem sido o foco de diversos estudos 

nos últimos anos, devido ao seu alto potencial terapêutico. Muitos estudos in vitro tem 

demonstrado que essas células podem ser hipoimunogênicas, indicando a possibilidade 

de uso dessas células em transplantes alogênicos sem nenhum efeito colateral. No 

entanto, estudos in vivo demonstram que as CTMs podem gerar uma resposta imune 

quando transplantadas em hospedeiros imunocompetentes, inclusive com a formação de 

células T de memória. Isto indica que possívelmente as CTMs não sejam 

imunoprivilegiadas. O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de CTMs pré-

ativadas e não ativadas, quando transplantadas sob a cápsula renal de camundongos 

imunocompetentes. Células mesenquimais derivadas do tecido adiposo foram coletadas 

de camundongos transgênicos C57Bl/6-GFP. As células foram então caracterizadas por 

ensaios de diferenciação adipogênica e osteogênica, assim como por imunofenotipagem, 

realizada por citometria de fluxo. Os animais foram divididos em três grupos para o 

transplante. No grupo singênico, machos C57Bl/6 receberam células C57Bl/6-GFP. Nos 

grupos alogênicos, camundongos BALB/c foram transplantados com células C57Bl/6-

GFP ou células C57Bl/6-GFP pré-ativadas através da incubação com 20 ng/mL IFN-γ e 

30 ng/mL TNF-α antes do transplante. A análise histológica e a imunofluorescência 

demonstraram que nenhum dos animais que receberam o transplante alogênico 

apresentou células GFP+ 28 dias após o transplante. Aos dias 7 e 14 os animais 

apresentaram grandes infiltrados de células inflamatórias no local. Aos 28 dias este 

infiltrado esteve reduzido ou inexistente, indicando completa rejeição das células 

transplantadas. Os animais que receberam o transplante singênico apresentaram células 

GFP+ 100 dias após o transplante. A quantificação de citocinas no plasma dos animais 

não demonstrou diferenças entre os grupos. Foi feito também um teste de proliferação 

de esplenócitos in vitro, co-cultivado com CTMs. O presente estudo demonstrou que as 

células alogênicas possuem a capacidade de provocar a proliferação dos esplenócitos, o 

que poderia explicar a rejeição ocorrida in vivo. 
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ABSTRACT 

 

The immunomodulatory properties of mesenchymal stem cells (MSCs) have 

been the focus of several studies over the past few years due to their therapeutic 

potential. Many in vitro studies have shown that these cells can be hypoimmunogenic, 

indicating the possibility of using them in allogenic transplants without any harmful 

effects. However, recent in vivo studies show that these cells can generate an immune 

response when transplanted into an immunocompetent host, with the formation of 

memory T cells. This indicates that MSCs may not actually be immune privileged. The 

main goal of this study has been to evaluate the role of activated and non-activated 

MSCs when transplanted to the renal subcapsular space of allogenic mice. Adipose-

derived mesenchymal stem cells were isolated from C57Bl/6-GFP transgenic mice. The 

cells were characterized by adipogenic and osteogenic differentiation assays and 

immunophenotyping was performed by flow cytometry. The animals were divided in 

three different groups for the transplant. Male C57Bl/6 mice were transplanted with 

C57Bl/6-GFP cells. In the allogenic groups, male BALB/c mice were transplanted with 

C57Bl/6-GFP cells or C57Bl/6-GFP cells pre-activated by incubation with 20 ng/mL 

IFN-γ and 30 ng/mL TNF-α for 20h before transplantation. Histological and 

immunofluorescence analysis of graft-bearing kidneys showed that no GFP+ cells were 

found in any allogenic transplant after 28 days. At 7 and 14 days, the transplant sites 

showed a massive proliferation of inflammatory cells, which vanished after 28 days, 

indicating complete rejection of the transplanted cells. The syngeneic transplant was not 

rejected, showing GFP+ cells through the whole period of study. Cytokine 

quantification in the blood plasma showed no difference between any of the groups. An 

in vitro splenocyte proliferation assay was performed, which indicates that MSCs alone 

can induce the activation of allogenic splenocytes. This could explain their rejection in 

vivo. 
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LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1. Efeitos imunomodulatórios das CTMs. As CTMs (MSCs – do inglês 

Mesenchymal Stem Cells) podem mediar efeitos imunomodulatórios interagindo tanto 

com células do sistema imune inato (células dendríticas - 2,3 e 4; assim como células 

NK - 6) quanto do sistema imune adaptativo (células T - 1 e 5). A inibição do TNF-α e a 

liberação de IL-10 provocadas pelas CTMs pode afetar o estado de maturação e as 

propriedades funcionais das células dendríticas, resultando em um balanço favorável 

para a tolerância imunológica. Quando presentes em um microambiente inflamatório, as 

CTMs inibem a secreção de IFN-γ pelas células Th1 e NK, além de provocar a secreção 

de IL-4 por células Th2, provocando uma troca de resposta pró-inflamatória de células 

Th1 para anti-inflamatória de células Th2. CCL: ligante de quimiocinas; TCR: receptor 

de células T. (AGGARWAL; PITTENGER, 2005). 

 

Figura 2. Vias de alorreconhecimento. Na via direta a molécula de MHC do doador é 

reconhecida pela célula T do receptor. Na rota indireta, os peptídeos das moléculas de 

MHC do doador são apresentados às células T pelas moléculas de MHC presentes nas 

APCs dos receptores. (ARIAS; LÓPEZ-VÁZQUEZ; LÓPEZ-LARREA, 2012). 

 

Figura 3. Modulação das células envolvidas na resposta imune mediada por CTMs. 

A interação bidirecional entre as CTMs (MSCs), células T, células B, células NK. A 

influência de células dendríticas nas CTMs ainda não foi comprovada. Os efeitos 

causados pelas células imunes nas CTMs está em vermelho e o inverso está em preto. 

(UCCELLI; MORETTA; PISTOIA, 2006) 

 

 



6 
 

Figura 4. Caracterização das CTMs. (A) Imagens de culturas de células-tronco 

mesequimais e diferenciadas por 3-4 semanas em meios de diferenciação adipogênico e 

osteogênico, coradas com Oil Red O e Alizarin Red S, respectivamente. Aumento de 

200x. (B) Presença dos marcadores CD11b, -CD34, -CD44, -CD45, -CD90.2 e -Sca-1 

nas CTMs, analisada por citometria de fluxo (n=2). 

 

Figura 5. Teste de viabilidade celular após a pré-ativação das células-tronco 

mesenquimais (CTMs). Média das frequências de células mortas no grupo pré-ativado 

com IFN-γ e TNF-α por 20h e no grupo não ativado, após 24 e 96 horas de incubação 

(n=3). * P <0,05. ANOVA de duas vias, Post Hoc Tukey. 

 

Figura 6. Análise da expressão de MHC classe II em células-tronco mesenquimais. 

Histogramas mostrando a expressão de MHC classe II em uma linhagem de CTM antes 

(linha preta) e após (cinza) a ativação com IFN-γ e TNF-α por 20h. (A) Após 24h da 

ativação ocorreu um aumento da expressão de MHC classe II pelas CTMs. (B) Após 

96h da ativação, não houve aumento da expressão de MHC II. 

 

Figura 7. Expressão de MHC classe II. Média das frequências de células positivas para 

MHC classe II em células ativadas e não ativadas após 24 e 96 horas da ativação (n=3). 

* P <0,05. ANOVA de duas vias, Post Hoc Tukey. 

 

Figura 8. Análise da proliferação de esplenócitos em co-cultivo com diferentes 

concentrações de CTMs. Não houve diferença significativa entre as diferentes 

proporções de células e esplenócitos (1:4 e 1:10). Houve diferença significativa entre os 

grupos alogênico (n=5) e singênico (n=3). * P <0,01. ANOVA de duas vias, Post Hoc 

Tukey. 

 

Figura 9. Análise da proliferação de esplenócitos em co-cultivo com CTMs 

singênicas e alogênicas pré-ativadas e não ativadas. O índice de estimulação foi 

calculado através da razão entre as absorbâncias das CTMs em co-cultivo com os 

esplenócitos e dos esplenócitos sozinhos. ab: houve diferença estatística entre os grupos 

alogênico (n=5) e singênico (n=3), assim como entre as células ativadas e não ativadas 

(a e b). P <0,01. ANOVA de duas vias, Post Hoc Tukey. 
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Figura 10. Análise da ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ em co-cultivo com 

diferentes concentrações de CTMs, após 72h de incubação. Os linfócitos foram 

marcados para CD4 e CD69 (A) ou para CD8 e CD69 (B). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. ANOVA de duas vias. 

 

Figura 11. Análise histológica por coloração com H&E dos rins transplantados com 

células-tronco mesenquimais nos diferentes grupos. (A) Alogênico 7 dias, (B) 

Alogênico + CTMs ativadas 7 dias, (C) Alogênico 14 dias, (D) Alogênico + CTMs 

ativadas 14 dias, (E) Alogênico 28 dias, (F) Alogênico + CTMs ativadas 28 dias, (G) 

Singênico 28 dias e (H) Singênico 100 dias. Aumento de 100x. 

 

Figura 12. Imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-GFP dos rins 

transplantados com CTMs. (A) e (B) Grupo alogênico 7 dias após o transplante 

marcado para DAPI e GFP+, respectivamente. (C) e (D) Alogênico 14 dias após o 

transplante. (E) e (F) Alogênico + CTMs ativadas 14 dias após o transplante. (G) e (H) 

Alogênico 28 dias após o transplante com CTMs. (I) e (J) Alogênico 28 dias após o 

transplante com CTMs ativadas. (K) e (L) Singênico 100 dias após o transplante. 

Aumento de 200x 

 

Figura 13. Sobrevida das células transplantadas nos diferentes grupos 

experimentais. Medida através da frequência de rins contendo células positivas para 

GFP após análise por imunofluorescência. * P <0,001. Teste de Mantel-Cox Log-Rank. 

 

Figura 14. Quantificação das citocinas no plasma dos animais transplantados nos 

determinados tempos após o transplante. O plasma de animais não transplantados foi 

utilizado como controle. Não houve diferença significativa entre os grupos (n= 2 a 5). 

ANOVA de uma via.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

As células-tronco (CT) apresentam capacidade ilimitada ou prolongada de auto-

renovação, originando células indiferenciadas com as mesmas características, bem 

como são capazes de se diferenciar em diversos tipos celulares especializados. As CT 

são classificadas de acordo com a sua origem como células-tronco pluripotentes (CTPs) 

e células-tronco adultas (CTAs). As CTPs compreendem as CT embrionárias (CTEs) e 

as células-tronco pluripotentes induzidas (chamadas iPS cells ou iPSCs – do inglês 

induced pluripotent stem cells). As CTEs são isoladas da massa celular interna do 

blastocisto e apresentam como característica a pluripotência, podendo se diferenciar em 

todas as células especializadas do organismo. As iPSCs são um tipo de CTPs que pode 

ser gerada diretamente de células adultas, através da introdução de quatro genes 

específicos que codificam fatores de transcrição capazes de converter células adultas em 

CTPs (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). Essa descoberta rendeu o prêmio Nobel, 

em 2012, para o grupo de Yamanaka juntamente com o grupo de Sir John Gurdon 

(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2012/; consultado em 

18/02/2015). 

Dentre as CTAs, as células-tronco mesenquimais (CTMs) têm sido vastamente 

estudadas visando a sua aplicação terapêutica devido a sua facilidade de obtenção, 

podendo ser isoladas de locais como a medula óssea, a polpa dentária (GRONTHOS et 

al., 2000), o tecido adiposo (ZUK et al., 2001) e o cordão umbilical (SECCO et al., 

2008), entre outros. Estudos demonstram que essas células podem ser isoladas de 

qualquer tecido vascularizado, por residirem na região perivascular (MEIRELLES; 

CHAGASTELLES; NARDI, 2006). 
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1.1 Células-tronco Mesenquimais 

 

As CTMs foram inicialmente descritas como precursores de fibroblastos por 

Friedenstein, em 1970. A técnica utilizada por esse pesquisador baseava-se na 

característica de aderência à placa de cultura que essas células possuem. Dessa maneira, 

era possível separar as células aderentes da medula óssea em placas de cultura plásticas 

e descartar as células não aderentes através de trocas do meio de cultivo. As células que 

se mantinham na placa, apresentavam-se fusiformes, semelhantes a fibroblastos e com 

capacidade de se multiplicar rapidamente in vitro após alguns dias em cultivo 

(FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; K.S.LALYKINA, 1970). 

Em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular decidiu estabelecer os 

critérios mínimos para caracterizar as CTMs humanas, tendo em vista que dependendo 

do tecido isolado, do doador e dos protocolos utilizados, estas culturas poderiam ter um 

fenótipo muito heterogêneo. Esses critérios são utilizados até hoje e incluem, além de 

sua morfologia e aderência ao placa de cultura, o seu potencial de diferenciação em 

células da linhagem adipogênica, condrogênica e osteogênica, bem como a presença dos 

marcadores de superfície CD90, CD105 e CD73 e ausência dos marcadores de células 

hematopoéticas tais como CD45, CD34, CD11b ou CD14, CD79α ou CD19 e HLA-DR 

(DOMINICI et al., 2006). 

A função in vivo das CTMs ainda não é completamente conhecida. No entanto, 

acredita-se que elas possuam um papel importante na manutenção da homeostase 

tecidual. Essas células apresentam a capacidade de se diferenciar in vitro em células 

derivadas da linhagem mesenquimal, tais como adipócitos, osteoblastos e condrócitos  

(KRAMPERA et al., 2003; DOMINICI et al., 2006; MEIRELLES; CHAGASTELLES; 

NARDI, 2006). Porém, o papel nos processos de reparo e regeneração, em muitos 

casos, parece não ser atribuído à diferenciação em células do tecido onde as CTMs se 
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encontram ou foram implantadas, mas sim ao efeito parácrino exercido por essas 

células. As CTMs são capazes de secretar moléculas antiapoptóticas, neoangiogênicas, 

pró-mitóticas, bem como atuarem sobre as células do sistema imune, apresentando um 

importante papel imunossupressor (ORTIZ, L. A. et al., 2003; NAGAYA et al., 2004; 

FRANÇOIS et al., 2012; MELIEF et al., 2013). 

Estudos in vitro demonstram que as CTMs possuem a capacidade de secretar 

diversas citocinas e fatores de crescimento que suprimem a resposta imune através da 

inibição da proliferação de linfócitos B e T, assim como a maturação de monócitos. 

Além disso, essas células são capazes de promover a geração de células T regulatórias e 

macrófagos M2 (ANKRUM; ONG; KARP, 2014). 

Foram demonstradas que as moléculas secretadas por CTMs apresentam a 

capacidade de modular a resposta imune através da alteração do padrão de secreção de 

citocinas, favorecendo a liberação de substâncias anti-inflamatórias como IL-4 e IL-10 e 

inibindo citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ e TNF-α (DI NICOLA et al., 2002; 

AGGARWAL; PITTENGER, 2005; WATERMAN et al., 2010; MARIGO; DAZZI, 

2011). Esses possíveis mecanismos imunomodulatórios estão representados na Figura 1. 
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 Figura 1. Efeitos imunomodulatórios das CTMs. As CTMs (MSCs – do inglês 

Mesenchymal Stem Cells) podem mediar efeitos imunomodulatórios interagindo tanto 

com células do sistema imune inato (células dendríticas – (2), (3) e (4); assim como 

células NK – (6)) quanto do sistema imune adaptativo (células T – (1) e (5)). A inibição 

do TNF-α e a liberação de IL-10 provocadas pelas CTMs pode afetar o estado de 

maturação e as propriedades funcionais das células dendríticas, resultando em um 

balanço favorável para a tolerância imunológica. Quando presentes em um 

microambiente inflamatório, as CTMs inibem a secreção de IFN-γ pelas células Th1 e 

NK, além de provocar a secreção de IL-4 por células Th2, provocando uma troca de 

resposta pró-inflamatória de células Th1 para anti-inflamatória de células Th2. CCL: 

ligante de quimiocinas; TCR: receptor de células T. (AGGARWAL; PITTENGER, 

2005). 
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As descobertas citadas anteriormente levaram a uma mudança de paradigma 

quanto à utilização das CTMs. Os estudos clínicos, antes focados na diferenciação 

celular para regeneração de tecidos, principalmente nos casos de fraturas, osteogênese 

imperfeita e fusão espinhal, passaram a focar na habilidade dessas células de secretar 

citocinas, que podem exercer suas funções biológicas tanto de maneira parácrina quanto 

endócrina. A mudança levou a um crescimento significativo na quantidade de estudos 

clínicos para tratar doenças como infarto do miocárdio (SCHULERI et al., 2009), 

doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) (BLANC et al., 2008), doenças 

pulmonares crônicas (ORTIZ, LUIS A. et al., 2007), doenças renais (KUNTER et al., 

2006), diabetes (LEE et al., 2006), entre outras. 

A maioria dos pacientes envolvidos nestes estudos receberam células alogênicas, 

levando ao aparecimento da hipótese de que estas células poderiam ser 

imunoprivilegiadas, podendo assim ser utilizadas em transplantes sem a necessidade de 

testes para avaliar a compatibilidade do MHC do doador e do receptor (ANKRUM; 

ONG; KARP, 2014).  

A possibilidade de aplicação de CTMs alogênicas tornou-se uma alternativa 

interessante devido a diversos fatores. O primeiro deles seria a possibilidade de criação 

de bancos de CTMs para aplicação clínica, sem a necessidade de se retirar as células do 

próprio paciente. Esse fato possibilitaria a aplicação imediata das células em pacientes 

em casos agudos, onde é importante o transplante das células tão logo a lesão ocorra. 

Outra vantagem do uso de CTMs alogênicas está relacionada à facilidade de utilização 

em lugares onde não há infra-estrutura necessária para o isolamento e expansão dessas 

células, que deve obedecer as boas práticas de manufatura (cGMP, do inglês current 

Good Manufacturing Practices). 
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1.2 Mecanismos de rejeição 

 

Alorreconhecimento é o termo utilizado para definir o reconhecimento 

imunológico a antígenos histoincompatíveis entre indivíduos da mesma espécie, porém 

com genéticas diferentes. Esse alorreconhecimento vai levar ao início de uma resposta 

imune adaptativa, com recrutamento de células T (AFZALI; LOMBARDI; LECHLER, 

2008).  

Os linfócitos T são o centro das respostas tanto efetoras quanto regulatórias aos 

aloantígenos e podem reconhecê-los de duas maneiras principais: as vias direta e 

indireta. A via direta consiste no reconhecimento de antígenos do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC - do inglês major histocompatibility complex) intacto das 

células apresentadoras de antígeno (APCs - do inglês antigen presenting cells) do 

doador. O MHC é dividido em classes I e II. As moléculas de MHC-I são encontradas 

em todas as células nucleadas e ligam-se apenas aos linfócitos T CD8+. O MHC-II, 

expresso apenas nas APCs, interage com linfócito T CD4+, apresentando papel 

principal na rejeição de um transplante (ARIAS; LÓPEZ-VÁZQUEZ; LÓPEZ-

LARREA, 2012) Na via indireta de reconhecimento de antígenos, as APCs do receptor 

processam os antígenos derivados das moléculas de MHC do doador e os apresentam 

aos linfócitos T do receptor. As células T virgens recebem os sinais ainda no tecido 

linfóide e se ativam, transformando-se em linfócitos T efetores, que se dirigem 

diretamente para o enxerto, levando a rejeição aguda do transplante (LAROSA; 

RAHMAN; TURKA, 2007). A figura 2 mostra, de maneira esquemática, as duas vias de 

alorreconhecimento. 
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Figura 2. Vias de alorreconhecimento. Na via direta a molécula do MHC do doador é 

reconhecida pela célula T do receptor. Na rota indireta, os peptídeos das moléculas do 

MHC do doador são apresentados às células T pelas moléculas do MHC presentes nas 

APCs dos receptores. (ARIAS; LÓPEZ-VÁZQUEZ; LÓPEZ-LARREA, 2012). 

 

A resposta imune inata também desempenha um importante papel na rejeição 

aguda e crônica de um transplante. A resposta proveniente do sistema imune inato pode 

ser decorrente de diversos fatores durante o transplante, como dano por reperfusão, 

inflamação, dano tecidual e até infecção bacteriana (BENICHOU et al., 2012). As 

células desse sistema podem contribuir de maneira direta, via secreção de fatores 

solúveis e destruição das células do doador, ou indireta, iniciando ou aumentando a 

resposta imune adaptativa. Diversos estudos demonstram que as células natural killer 

(NK) possuem um papel essencial na ligação entre a resposta imune inata e adaptativa 

(UEHARA et al., 2005; ROY et al., 2008; YOSHIDA et al., 2008). Essas células se 

tornam ativadas em contato com moléculas MHC de classe I de células alogênicas, 

levando à destruição das células transplantadas e liberação de citocinas pró-

inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α (MAIER et al., 2001). 
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Diversos estudos indicam que as CTMs possuem baixos níveis de moléculas 

MHC de classe I e falta de moléculas MHC de classe II (POTIAN et al., 2003; 

ELIOPOULOS et al., 2005; SHENG et al., 2008). Além disso, dados da literatura 

sugerem que as CTMs podem suprimir a ativação e proliferação de diversos tipos de 

células imunes, como linfócitos T e B, células NK e APCs (Figura 3) (MEISEL et al., 

2004; NAUTA, A. J. et al., 2006; SPAGGIARI et al., 2006; RASMUSSON et al., 

2007). Essa supressão não necessita do contato direto entre as células (KRAMPERA et 

al., 2006) e ocorre provavelmente pela secreção de citocinas, incluindo a indoleamina 

2,3-dioxigenase (IDO), o principal mecanismo inibitório de células T durante a 

interação APC/célula T em humanos, e prostaglandina E (PGE2) (MEISEL et al., 2004; 

AGGARWAL; PITTENGER, 2005). Em camundongos, o papel principal na inibição da 

proliferação de células T pelas CTMs parece pertencer ao óxido nítrico (NO) (SATO et 

al., 2007), molécula que parece não estar envolvida na imunomodulação de CTMs 

humanas (REN et al., 2009). 

Foi demonstrado que a ativação das CTMs humanas com IFN-γ pode promover 

um aumento da capacidade imunossupressora dessas células por estimular a atividade 

da IDO (MEISEL et al., 2004), assim como de PGE2 (AGGARWAL; PITTENGER, 

2005). Esse aumento na capacidade imunossupressora, embora tenha sido maior com 

doses mais altas de IFN-γ, foi significativo em doses baixas, geradas fisiologicamente 

por células T em reações alogênicas. Isto indica que a própria reação imune poderia 

ativar as CTMs, aumentando assim sua capacidade imunossupressora. English e 

colaboradores (2007) demonstraram que a ativação das CTMs utilizando IFN-γ e TNF-α 

provocou uma melhora na capacidade imunomodulatória dessas células, especialmente 

pelo aumento da expressão de COX-2, enzima envolvida na produção da PGE2.  
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Estudos realizados em camundongos, a indução da molécula efetora NO só ocorreu na 

presença de IFN-γ e TNF-α ou IL-1, sendo portanto o IFN-γ insuficiente para aumentar 

a capacidade imunossupressora das CTMs murinas sozinho (REN et al., 2009). Esses 

dados sugerem que as CTMs podem suprimir a resposta imune exacerbada, mantendo a 

homeostase do sistema imune através de interações físicas ou químicas com células 

inflamatórias, promovendo tolerância às células alogênicas, particularmente a si 

mesmas (NAUTA, ALMA J.; FIBBE, 2007). 

 

 

 

 

Figura 3. Modulação das células envolvidas na resposta imune mediada por CTMs. 

Descrição da interação bidirecional entre as CTMs, células T, células B, células NK. A 

influência de células dendríticas nas CTMs ainda não foi comprovada. Os efeitos 
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causados pelas células imunes nas CTMs estão em vermelho e o inverso está em preto. 

(UCCELLI; MORETTA; PISTOIA, 2006) 

 

1.3 CTMs e estudos in vivo 

  

 Apesar da suposta capacidade imunossupressora in vitro, não estaria claro se as 

CTMs alogênicas ou xenogênicas seriam capazes de escapar do ataque de células 

imunes quando transplantadas, uma vez que os estudos realizados in vivo, até o 

momento, apresentam resultados conflitantes (ANKRUM; ONG; KARP, 2014), 

conforme pode ser observado com os estudos citados a seguir. 

Em 2002, Bartholomew e colaboradores demonstraram que a adição de CTMs 

de babuíno à cultura de leucócitos do sangue periférico, estimulados com mitógenos, 

provocou uma redução na proliferação desses leucócitos de maneira dose-dependente. 

Essa supressão ocorreu tanto na utilização de CTMs autólogas quanto alogênicas. Após 

a remoção das células, os leucócitos voltaram a responder normalmente aos estímulos 

mitogênicos. Além disso, quando administradas por via intravenosa, as CTMs 

aumentaram a permanência de um enxerto de pele alogênico nos animais, passando de 

sete para onze dias. 

 Desde então, diversos estudos vêm demonstrando que as CTMs podem 

promover a tolerância a outros tecidos transplantados, incluindo ilhotas pancreáticas e 

aloenxertos cardíacos (CASIRAGHI et al., 2008; FIGLIUZZI et al., 2014). Esse 

processo parece ocorrer mesmo quando as células são utilizadas em pacientes com 

MHC diferente (BARTHOLOMEW; et al., 2002). Entretanto, ainda não foi 

demonstrada nenhuma tolerância específica às CTMs em transplantes alogênicos 

(ANKRUM; ONG; KARP, 2014). 
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Outro estudo relata a sobrevivência de CTMs por mais de quatro semanas após o 

transplante em lesões intracranianas de ratos. Entretanto, o cérebro é considerado um 

local imunoprivilegiado e não representa a resposta imune como ocorre em outros 

órgãos e tecidos do organismo (CAMP et al., 2009). Da mesma forma, demonstrou-se 

que a aplicação de CTMs da medula óssea não apresentou diferenças no número de 

células no local da lesão ou na capacidade de regeneração do tecido danificado, quando 

utilizado modelo singênico e alogênico de lesão de pele em camundongos (CHEN et al., 

2009). 

No entanto, resultados de estudos vêm demonstrando a redução da sobrevivência 

das células alogênicas, com relação às autólogas, em camundongos transplantados pela 

via subcutânea, com presença aumentada em linfócitos T citotóxicos e células NK no 

local, após 15 dias do transplante (ELIOPOULOS et al., 2005). Resultados semelhantes 

foram encontrados por Zangi e colaboradores (2009), quando CTMs foram 

transplantadas pela via intraperitoneal. Ambos os estudos mostraram que o transplante 

de células alogênicas foi capaz de levar à produção de células de memória. 

Essa diversidade de resultados torna necessário um estudo mais aprofundado da 

biologia das CTMs, para que se possa entender os mecanismos de ação dessas células 

no sistema imune, especialmente in vivo. 
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2 OBJETIVOS 

 

 O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de células-tronco 

mesenquimais alogênicas e singênicas quando transplantadas sob a cápsula renal de 

camundongos imunocompetentes. 

 

 

2.1 Objetivos específicos: 

 

1) Realizar a caracterização das células-tronco mesenquimais in vitro. 

2) Avaliar a capacidade das CTMs em reduzir a proliferação de esplenócitos in 

vitro. 

3) Avaliar a sobrevida das CTMs não-ativadas e pré-ativadas com IFN-γ e 

TNF-α em diferentes períodos pós-transplante. 

4) Avaliar a presença de infiltrados celulares no transplante e especificamente 

de células do sistema imune. 

5) Avaliar os níveis de citocinas relacionadas pró- e anti-inflamatórias no soro 

dos animais, nos diferentes períodos pós-transplante. 

.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

  

 Um total de 43 camundongos machos das linhagens C57Bl/6 e BALB/c 

foram utilizados nos experimentos, obtidos da Fundação Estadual de Produção e 

Pesquisa em Saúde (FEPPS), bem como três animais C57Bl/6 transgênicos para o gene 

repórter GFP (FM131, Osaka University, Japan), todos com doze semanas de idade. Os 

animais foram mantidos sob condições padrão, com água e comida ad libidum no 

biotério setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul. Os camundongos transgênicos foram adquiridos de um biotério externo e foram 

mortos para a coleta das células logo após a chegada. As atividades realizadas com os 

organismos geneticamente modificados do grupo 1 de risco biológico foram autorizadas 

conforme o Oficio CIBio/UFRGS 03/2013.  O manejo dos animais foi realizado de 

acordo com os princípios éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). O presente trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) no dia 4 de outubro de 2013, sob o número 24708. 

 

 

3.2 Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais 

 

 A gordura subcutânea dos camundongos foi coletada de maneira 

asséptica logo após a morte por deslocamento cervical e transferida para uma placa de 

Petri estéril.  O material biológico foi cortado em pequenos fragmentos para então 

serem digeridos com 1 mg/mL de colagenase tipo I (Gibco), diluída em meio 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) sem soro, durante 45 minutos. Para 

inativar a enzima, foi utilizado meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal 

bovino, 0,1mg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penincilina. As células foram 

centrifugadas a 300xg por 10 minutos para posteriormente serem ressuspendidas em 

meio suplementado e plaqueadas em placas de 6 poços. Após 24h, o meio foi trocado e 

as culturas celulares tripsinizadas com solução de 0,05% tripsina-EDTA (Gibco) 

quando confluentes. Subsequentemente, as passagens celulares foram realizadas para a 
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continuidade da expansão cultura. As células foram utilizadas no experimento quando 

atingiram a quarta passagem.  

 

 

3.3 Diferenciação celular 

 

 

 As CTMs foram transferidas para uma placa de 12 poços e, quando confluentes, 

induzidas com os meios de diferenciação específicos. A diferenciação osteogênica foi 

realizada utilizando meio DMEM com 10% de soro fetal bovino, 10 mM de β-

glicerofosfato, 5µg/mL de solução de ácido ascórbico 2-fosfato. No momento da 

utilização, foi acrescido dexametasona na concentração final de 10
-8

 M. O meio de 

diferenciação adipogênico foi composto por meio DMEM adicionado de 20% de soro 

fetal bovino, 10
-8

 M de dexametasona, 2,5 µg/mL de insulina de pâncreas bovino, 100 

µM de indometacina e 5 µM de rosiglitazona. Todos os indutores de diferenciação 

utilizados foram da Sigma-Aldrich. O meio suplementado sem os indutores foi utilizado 

como controle negativo. 

 As trocas de meio foram realizadas duas vezes por semana e após 30 dias do 

início da diferenciação as células foram lavadas com PBS, fixadas com 4% de 

paraformaldeído e coradas. O corante Oil Red O foi utilizado nas para corar os vacúolos 

lipídicos e Alizarin Red S para colorir a matriz de cálcio. 

 Após a revelação, as células foram analisadas em um microscópio Nikon 

invertido, com contraste de fase e fluorescência, e as fotos tiradas utilizando aumento de 

200x. 

 

  

 

3.4 Citometria de fluxo 

 

 A imunofenotipagem das CTMs foi realizada pela incubação das células com 

anticorpos anti-CD11b, -CD34, -CD44, -CD45, -CD90.2 e -Sca-1 conjugados com 

fluorocromo ficoeritrina (PE - do inglês phycoerythrin). Após a tripsinização, as células 

foram ressuspendidas na concentração de 10
6
 células/mL, em solução tamponada de 

fosfato (PBS), e 10
5
 células foram incubadas com 4 L de cada anticorpo por 30 min a 
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4° C, assim como o controle isotípico adequado. Após, as células foram lavadas com 

PBS para remover o excesso de anticorpos não ligados. A análise foi feita em um 

citômetro de fluxo (FACSAria III, Becton Dickinson), e os gráficos gerados no 

programa WinMDI, versão 9.2. 

 

3.5 Viabilidade das células ativadas e não ativadas 

 

As células na quarta passagem foram tripsinizadas e passadas para placas de seis 

poços. Após atingirem a confluência, o grupo das células pré-ativadas foi incubado com 

20 ng/mL IFN-γ e 30 ng/mL TNF-α por 20 horas. Em seguida, retirou-se o meio 

contendo os fatores de ativação, foi feita uma lavagem com PBS 1X e adicionado o 

meio suplementado apenas com soro fetal bovino e antibiótico. O grupo controle foi 

mantido em meio suplementado durante todo o tempo. As análises foram realizadas, por 

citometria de fluxo, 24 e 96 horas após a pré-ativação. 

Para avaliação da viabilidade as células, as mesmas foram tripsinizadas, lavadas 

com PBS 1X e incubadas com 5µL de iodeto de propídeo (50μg/mL) por cinco minutos. 

Em seguida, as células foram lavadas e centrifugadas para remover o excesso do 

reagente. As CTMs foram ressuspendidas em PBS 1X e analisadas no citômetro de 

fluxo, utilizando o iodeto de propídio (PI – do inglês propidium iodide) para marcar 

células mortas. Os dados foram analisados no programa FACSDiva 6.0. 

 

3.6 Expressão de antígenos MHC classe II das células ativadas e não ativadas 

 

As células foram tripsinizadas, plaqueadas e ativadas da mesma maneira descrita 

no experimento anterior. A avaliação da expressão de moléculas MHC classe II foi 

realizada utilizando o anticorpo anti-camundongo de MHC classe II (clone M5, Life 

Technologies) conjugado com aloficocianina (APC – do inglês allophycocyanin) por 30 

minutos, assim como com seu controle isotípico. Em seguida, foi realizada uma 

lavagem e centrifugação para remover o excesso de anticorpo não ligado. As células 

foram ressuspendidas em PBS 1X e analisadas no citômetro de fluxo. Os dados foram 

analisados no programa FACSDiva 6.0. 
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3.7 Análise de proliferação de esplenócitos em co-cultivo com CTMs 

 

As CTMs das linhagens Balb/c e C57BL/6 foram incubadas com 10 µg/mL de 

mitomicina C por 3 horas para cessar a proliferação celular quando atingiram a quarta 

passagem. Após, as células foram ativadas com IFN-γ e TNF-α, como descrito 

anteriormente, e passadas para placas de 96 poços em duas concentrações diferentes, 

10
4
 células e 2,5 x 10

4
 células e deixadas overnight para aderir à placa. No dia seguinte, 

esplenócitos de camundongos Balb/c foram coletados de acordo com o protocolo 

descrito a seguir. 

Após a anestesia, os animais foram mortos por deslocamento cervical e o baço 

foi retirado e colocado em uma placa de Petry. Os esplenócitos foram retirados e 

mantidos em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, 2-Mercaptoethanol 

(55mM) e GlutaMAX™ Supplement (200 mM). O material foi centrifugado (300xg por 

7 minutos) e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de 

solução de cloreto de amônia 0,8% e incubado a 4ºC por 5 minutos para lisar as 

hemácias. Para parar a reação, adicionou-se PBS 1X.  As células foram centrifugadas 

novamente e os esplenócitos foram plaqueados em placas de 96 poços (5x10
5
 

células/poço). Após 72 horas, as células foram fixadas para análise com o BrdU Cell 

Proliferation Kit (Millipore) de acordo com as instruções do fabricante. O reagente 

BrdU foi adicionado ao meio de cultura 20h antes da fixação. A absorbância das 

amostras foi analisada no SpectraMax 190 Microplate Reader em um comprimento de 

onda de 450nm. 

 

 

 

3.8 Análise da ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+ em co-cultivo com CTMs 

 

As CTMs de camundongos Balb/c e C57BL/6 foram preparadas da mesma 

maneira descrita no experimento anterior e, após a ativação, foram colocadas em placas 

de 12 poços em duas concentrações diferentes (5x10
4
 células e 1,25x10

5
 células) e 

deixadas overnight para aderir à placa.  No dia seguinte, os esplenócitos de 

camundongos Balb/c foram coletados e colocados em co-cultivo com as CTMs. Após 

72 horas, as células não aderentes foram coletadas da placa e incubadas com os 
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anticorpos da seguinte maneira: anti-CD4 conjugado com FITC e anti-CD69 conjugado 

com PE, ou anti-CD8 conjugado com FITC (do inglês - fluorescein isothiocyanate) e 

anti-CD69, para avaliar a ativação de cada um dos tipos de linfócitos T. Os dados foram 

analisados no programa FACSDiva 6.0. 

 

 

3.9 Transplante de CTMs 

 

 Após atingirem a quarta passagem, as células foram tripsinizadas e uma alíquota 

foi retirada para fazer a contagem de células viáveis em câmara de Neubauer com 

coloração por Azul Tripan. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 300xg por 

10 minutos para obtenção de um precipitado para o transplante. O volume do 

precipitado foi determinado para calcular a quantidade de células, de modo que cada 

animal recebesse 2 x 10
5 
células. Os animais foram separados em três grupos: 

 

Grupo 1. Transplante singênico – Transplante de 2 x 10
5
 CTMs oriundas do tecido 

adiposo de camundongos C57Bl/6 GFP+ em camundongos C57Bl/6 (n=8). 

 

Grupo 2. Transplante alogênico – Transplante de 2 x 10
5
 CTMs oriundas do tecido 

adiposo de camundongos C57Bl/6 GFP+ em camundongos BALB/c (n=16). 

 

Grupo 3. Transplante alogênico - Transplante de 2 x 10
5
 CTMs oriundas de tecido 

adiposo de camundongos C57Bl/6 GFP+ pré-ativadas com IFN-γ e TNF-α em 

camundongos BALB/c (n=16). 

 

Para a pré-ativação das células, as culturas foram incubadas com 20 ng/mL de 

IFN-γ e 30 ng/mL de TNF-α por 20 horas antes do transplante. Após a ativação, as 

células foram tripsinizadas e preparadas para o procedimento cirúrgico. 

Os animais foram anestesiados pela injeção intraperitoneal de 0,2 mL de solução 

salina contendo cetamina e xilazina, nas doses 100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente. 

Após a perda de consciência e a realização da antissepsia adequada do campo cirúrgico, 

a laparotomia pelo flanco esquerdo foi empregada para a exposição do rim. Em seguida, 
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realizou-se uma incisão na cápsula renal e as células foram implantadas no espaço 

subcapsular, com auxílio de um tubo de polietileno PE50 acoplado a uma seringa 

Hamilton. A abertura da cápsula renal foi cauterizada e o rim reposicionado na cavidade 

abdominal. A sutura da cavidade abdominal foi feita com fio de nylon 6-0. Os animais 

permaneceram em placa térmica até o retorno da consciência para evitar a hipotermia e 

receberam 0,2 mL de solução salina contendo 3 mg/kg de butorfanol para proporcionar 

a analgesia pós-operatória adequada. 

Após o transplante, os animais foram mantidos no biotério setorial do 

Departamento de Fisiologia, sob as condições descritas anteriormente. Nos dias 7, 14, 

28 e 100 os animais foram anestesiados novamente para a coleta de sangue, por punção 

intracardíaca e mortos por deslocamento cervical. Os rins transplantados foram 

removidos, fixados em formalina tamponada 10% por 12h e criopreservados em 

sacarose 30% por 24h a 4º C. Após a criopreservação, os órgãos foram colocados em 

meio de congelamento Tissue-Tek® O.C.T.™ e cortados em criostato a -20º C. Após o 

corte, as lâminas foram mantidas em freezer -20º C. Foram utilizadas duas espessuras 

de corte diferentes (5 e 10µm) para verificar a ocorrência de rejeição contra as células 

transplantadas através das análises histológicas e imunofluorescência.  

 

 

3.10 Histologia 

 

 A avaliação dos infiltrados inflamatórios e da presença de células no local do 

transplante foi realizada através da coloração com hematoxilina e eosina. As lâminas 

foram coradas com hematoxilina de Harris por cinco minutos, lavadas em água corrente 

e diferenciadas com álcool 70% com 1% de HCl. Após a segunda lavagem, as lâminas 

ficaram em contato com a eosina por cinco minutos e foram lavadas com água corrente 

novamente. Em seguida, realizou-se a desidratação utilizando álcool 95% e 100% por 

cinco minutos com cada concentração. Após cinco minutos em xileno, as lâminas foram 

montadas utilizando meio DPX e avaliadas em microscópio Nikon invertido. As fotos 

foram obtidas em aumento de 200 vezes. 
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3.11 Imunofluorescência 

 

Para a detecção das células nos cortes, as lâminas passaram pelo processo de 

marcação com anticorpo anti-GFP (A11122, Invitrogen). Realizou-se o bloqueio e 

permeabilização do tecido com solução de PBS 1X contendo 1% de BSA e 0,1% de 

Triton X-100 por 30 min. As lâminas foram então incubadas com o anticorpo anti-GFP 

diluído na solução de bloqueio descrita acima na proporção 1:500 durante uma hora a 

temperatura ambiente. Um dos cortes de cada lâmina foi utilizado como controle 

negativo, não recebendo o anticorpo primário. Após a lavagem com PBS, realizou-se a 

incubação com o anticorpo Alexa Fluor® 568 Goat Anti-Rabbit IgG (1:300 diluído em 

PBS 1X) por 30 minutos. O núcleo das células foi marcado através da incubação com 5 

µg/mL de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) durante cinco minutos. As lâminas foram 

lavadas e as lamínulas colocadas para a avaliação no microscópio de fluorescência. A 

rejeição do transplante foi evidenciada pela ausência de células GFP+ nos rins 

analisados. 

 

 

3.12 BD™ Cytometric Bead Array (CBA) 

 

O sangue coletado dos animais foi centrifugado a 1600xg por 10 minutos e o 

plasma coletado e armazenado a -80ºC para análise posterior.  O plasma de animais não 

transplantados, das linhagens Balb/c e C57BL/6, também foi coletado para análise. 

Esses animais foram considerados como grupo controle para essee experimento. A 

quantificação das citocinas interleucina-2, interleucina-4, interleucina-6, interferon-γ, 

fator de necrose tumoral, interleucina-17A e interleucina-10 foi realizada utilizando-se o 

kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit de acordo com 

as instruções do fabricante. A citometria foi realizada utilizando-se equipamento BD 

FACSAria III (BD Biosciences) com lasers de 488 e 633 nm Os dados foram analisados 

no software FCAP Array: version 3 da Soft Flow Inc. 
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3.13 Descarte de resíduos 

 

 

Os resíduos biológicos, incluindo as carcaças dos animais, foram 

acondicionados em sacos plásticos brancos específicos, os quais contêm a indicação 

gráfica da presença desse tipo de resíduo e foram depositados em um freezer destinado 

especialmente para esse fim, no próprio Laboratório de Células-tronco do ICBS. Os 

materiais plásticos, contaminados somente com resíduos biológicos (luvas, microtubos, 

ponteiras) foram acondicionados em sacos brancos semelhantes aos anteriormente 

descritos ao final de cada experimento. A coleta foi realizada por uma empresa 

terceirizada nesse tipo de coleta, serviço oferecido pela própria Universidade. 

Os resíduos químicos foram acondicionados de maneira apropriada e a coleta 

realizada por uma empresa terceirizada, serviço oferecido também pela Universidade. 

 

 

3.14 Biossegurança 

  

Todos os procedimentos foram realizados com o uso de equipamentos de 

proteção individual como jalecos, luvas e capelas de fluxo laminar para minimizar os 

riscos inerentes às atividades de pesquisa. 

 

 

3.15 Análise estatística 

 

 As análises foram realizadas utilizando o software SigmaPlot 12.0 e os gráficos 

foram gerados no programa GraphPad Prism 6. 

A comparação das médias foi realizada por análise de (ANOVA de duas vias) 

seguida do teste de post-hoc de Tukey. O nível de significância adotado no estudo foi de 

5% (p<0.05).  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Caracterização celular 

 

 A análise da capacidade de diferenciação das culturas de CTMs isoladas de 

tecido adiposo demostrou que essas células possuem potencial de diferenciação 

adipogênica, apresentando, após trinta dias no meio de indução, vacúolos lipídicos 

intracelulares, que foram corados pelo Oil Red O. Da mesma maneira, as células 

mantidas no meio de diferenciação osteogênico passaram a depositar uma matriz de 

cálcio, que foi evidenciada pela coloração com Alizarin Red S. As células cultivadas em 

meio sem os indutores (controles) não apresentaram marcação para nenhuma das 

colorações (Figura 4A).  

A análise dos marcadores de superfície demonstrou que mais de 95% das células 

não expressavam os marcadores CD45, CD11b e CD34 (Tabela 1). Esses marcadores 

identificam, respectivamente, leucócitos, macrófagos e células-tronco hematopóeticas e 

endoteliais. As culturas foram positivas para os marcadores CD44, CD90.2 e Sca-1 em 

níveis variáveis (Figura 4B). Dessa maneira, os resultados demonstram que o processo 

de isolamento empregado resultou em uma população enriquecida de células-tronco 

mesenquimais para utilização nos experimentos.  

 

 

Tabela 1. Imunofenotipagem das CTMs. Média das frequências de células positivas 

para os marcadores CD11, CD34, CD44, CD45, CD90.2 e Sca-1 (n=2). O controle 

isotípico foi subtraído do resultado final. 

CD11 CD34 CD44 CD45 CD90.2 Sca-1 

0% 0,10% 78,77% 0,19% 92,19% 85,32% 
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Figura 4. Caracterização das CTMs isoladas de tecido adiposo de camundongos. 

(A) Imagens de culturas de células-tronco mesequimais diferenciadas por 3-4 semanas 

em meios de diferenciação adipogênico e osteogênico, coradas com Oil Red O e 

Alizarin Red S, respectivamente. Aumento de 200x. (B) Análise da expressão dos 

marcadores CD11b, CD34, CD44, CD45, CD90.2 e Sca-1 por citometria de fluxo 

(n=2).  

 

4.2 Expressão de MHCII e viabilidade de células ativadas e não ativadas 

 

 A análise da viabilidade celular foi realizada após a ativação com IFN-γ e TNF-α 

para verificar a possibilidade de efeito danoso sobre as células. A frequência de células 

mortas, analisada por citometria de fluxo, mostrou que houve diferença significativa na 

quantidade de células mortas entre os tempos analisados, com um maior número de 

células mortas após 96h, em comparação com 24h. Não houve diferença na viabilidade 

das células entre o grupo não ativado e o grupo pré-ativado com IFN-γ e TNF-α, visto 

que o maior número de células mortas após 96h ocorreu nos dois grupos (Figura 5). 

Portanto, a pré-ativação das células por 20h com IFN-γ e TNF-α não parece ter efeitos 

negativos na viabilidade das CTMs. 

Em seguida, analisou-se a expressão de moléculas MHC-II nas CTMs, para 

avaliar a capacidade imunogênica dessas células (Tabela 2). A análise por citometria de 

fluxo da expressão de moléculas de MHC-II nas células pré-ativadas e não ativadas 

mostrou um aumento significativo de células positivas para antigenos MHCII 24h após 

a incubação com IFN-γ e TNFα (Figuras 6 e 7). Esse aumento não foi encontrado 96h 

após a ativação, provavelmente pela retirada do estímulo. Portanto, a pré-ativação das 
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CTMs com IFN-γ e TNFα provocou um aumento temporário da expressão de moléculas 

MHC-II nessas células, revertido pela retirada do estímulo. 

 

 

 

 

Figura 5. Teste de viabilidade celular após a pré-ativação das células-tronco 

mesenquimais (CTMs). Média das frequências de células mortas no grupo pré-ativado 

com IFN-γ e TNF-α por 20h e no grupo não ativado, após 24 e 96 horas de incubação 

(n=3). * P <0,05. ANOVA de duas vias, Post Hoc Tukey.  

 

Tabela 2. Frequência de CTMs positivas para MCH-II antes e após a ativação. Ativação 

promovida através de incubação com IFN-γ e TNFα por 20h (n=3). O controle isotípico 

foi subtraído do total de células positivas.  

 

MHC-II + CTMs antes da ativação (%) CTMs ativadas (%) 

24h 0,9 0,1 0,1 8,2 6,3 4,9 

96h 0,1 0,1 0,1 2,5 0,3 0,9 
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Figura 6. Análise da expressão de MHC classe II em células-tronco mesenquimais. 

Histogramas mostrando a expressão de MHC classe II em uma linhagem de CTM antes 

(linha preta) e após (preenchimento cinza) a ativação com IFN-γ e TNF-α por 20h. (A) 

Após 24h da ativação ocorreu um aumento da expressão de MHC classe II pelas CTMs. 

(B) Após 96h da ativação, não houve aumento da expressão de MHC II. 

 

 

 

Figura 7. Expressão de MHC classe II. Média das frequências de células positivas para 

MHC classe II em células ativadas e não ativadas após 24 e 96 horas da ativação (n=3). 

* P <0,05. ANOVA de duas vias, Post Hoc Tukey. 

 

 

 

       CTMs 24h após ativação 

APC-A 

Count 

-10 2 10 2 10 3 10 4 10 5 
0 

13 

25 

38 

50 

A        CTMs 96h após ativação 

APC-A 

Count 

-10 2 -10 1 10 2 10 3 10 4 10 5 
0 

13 

26 

39 

52 

B 
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4.3 Análise de proliferação de esplenócitos em co-cultivo com CTMs 

 

 A análise de proliferação dos esplenócitos utilizando a incorporação com BrdU 

foi realizada em duas etapas. Primeiramente, foi avaliado se havia diferença na 

proliferação celular, quando diferentes concentrações de CTMs foram utilizadas. A 

mudança na proporção de células para esplenócitos não apresentou diferenças 

significativas entre nenhum dos grupos (Figura 8). Os resultados foram expressos como 

índice de estimulação (IE), calculado através da razão entre as absorbâncias das células 

em co-cultivo com os esplenócitos e dos esplenócitos sozinhos. 

Em seguida, foi avaliado o efeito da pré-ativação das CTMs na proliferação dos 

esplenócitos. A análise demonstrou que as CTMs alogênicas podem ter provocado a 

ativação dos esplenócitos, aumentando sua proliferação. As CTMs alogênicas pré-

ativadas provocaram uma menor proliferação dos esplenócitos, mas foi ainda superior à 

proliferação basal dos mesmos. As CTMs singênicas, por sua vez, provocaram uma 

redução da proliferação basal dos esplenócitos, o que foi ainda mais significativo com a 

pré-ativação das células (Figura 9).  

 

 

 

Figura 8. Análise da proliferação de esplenócitos em co-cultivo com diferentes 

concentrações de CTMs. Não houve diferença significativa entre as diferentes 

proporções de CTMs e esplenócitos (1:4 e 1:10). Houve diferença significativa entre os 
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grupos alogênico (n=5) e singênico (n=3). * P <0,01. ANOVA de duas vias, Post Hoc 

Tukey. 

 

 

 

Figura 9. Análise da proliferação de esplenócitos em co-cultivo com CTMs singênicas e 

alogênicas pré-ativadas e não ativadas. O índice de estimulação foi calculado através da 

razão entre as absorbâncias das CTMs em co-cultivo com os esplenócitos e dos 

esplenócitos sozinhos. ab: houve diferença estatística entre os grupos alogênico (n=5) e 

singênico (n=3), assim como entre as células ativadas e não ativadas (a e b). P <0,01. 

ANOVA de duas vias, Post Hoc Tukey.   

 

 

4.4 Análise da ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+ em co-cultivo com CTMs 

 

 

A análise da ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ não mostrou diferenças 

significativas entre os grupos analisados (Tabela 3). Todos apresentaram frequência 

semelhante de linfócitos T ativados, marcados com CD69 (Figura 10). 
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Tabela 3. Frequência de células positivas para os marcadores CD4, CD8 e CD69. Os 

esplenócitos foram cultivados com células alogênicas ou singênicas (n=3), em duas 

proporções de células para esplenócitos (1:4 e 1:10). 

 CD4 (%) CD4/CD69 (%) CD8 (%) CD8/CD69 (%) 

Alogênico 1:4 23,10 6,27 23,03 8,37 

Alogênico ativado 1:4 23,03 6,43 39,17 5,13 

Alogênico 1:10 20,83 5,50 42,73 8,17 

Alogênico ativado 1:10 24,37 6,17 34,20 10,50 

Singênico 1:4 18,90 7,07 20,73 5,53 

Singênico ativado 1:4 34,93 4,67 51,20 4,63 

Singênico 1:10 20,80 7,37 37,13 9,83 

Singênico ativado 1:10 17,17 8,40 35,20 9,23 

 

 

 

Figura 10. Análise da ativação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ em co-cultivo com 

diferentes concentrações de CTMs, após 72h de incubação. Os linfócitos foram 

marcados para CD4 e CD69 (A) ou para CD8 e CD69 (B). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. ANOVA de duas vias foi utilizada para análise dos dados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B A B 
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4.5 Transplantes 

 

As células-tronco mesenquimais foram transplantadas em um total de 40 

animais, divididos nos três grupos e os rins foram coletados nos dias 7, 14, 28 e 100 

conforme a tabela 4. 

 

 

Tabela 4. Distribuição do número de animais transplantados, de acordo com seus grupos. 

Foram transplantadas CTMs sob a cápsula renal de 40 animais, divididos em três grupos: 

singênico, alogênico e alogênico com CTMs pré-ativadas. Os rins transplantados foram 

coletados nos dias indicados.  

Dia Singênico Alogênico 

Alogênico + 

MSCs 

ativadas 
N animais 

7 - 5 4 9 

14 - 6 6 12 

28 4 5 6 15 

100 4 - - 4 

Total 8 16 16 40 

 

 

4.6 Análises histológicas 

 

A análise histológica por coloração com hematoxilina e eosina mostrou um 

grande infiltrado inflamatório em todos os rins que receberam o transplante alogênico, 

principalmente nos dias 7 (Figura 11 A e B) e 14 (Figura 11 C e D). Aos 28 dias, esse 

infiltrado esteve reduzido ou inexistente (Figura 11 E e F). Os rins que receberam 

células singênicas não apresentaram infiltrados de células inflamatórias em nenhum dos 

tempos testados (28 e 100 dias), permanecendo apenas com as CTMs transplantadas no 

local (Figura 11 G e H, respectivamente). Não houve diferença aparente entre os 

animais que receberam as células ativadas ou não ativadas.  
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Figura 11. Análise histológica por coloração com H&E dos rins transplantados com 

CTMs nos diferentes grupos. (A) Alogênico 7 dias, (B) Alogênico + CTMs ativadas 7 

dias, (C) Alogênico 14 dias, (D) Alogênico + CTMs ativadas 14 dias, (E) Alogênico 28 

dias, (F) Alogênico + CTMs ativadas 28 dias, (G) Singênico 28 dias e (H) Singênico 100 

dias. Aumento de 100x. 

 

 

As células GFP+ foram removidas da região entre os dias 7 e 28 (Tabela 5). O 

mesmo não ocorreu com os rins que receberam o transplante singênico, apresentando 

células GFP+ durante todo o período de experimento (Figuras 12L). A ativação das 

células com IFN-γ e TNFα antes do transplante não alterou o tempo de permanência das 

células. Todos os animais que receberam o transplante rejeitaram as células alogênicas 

antes de 28 dias (Figura 13). 
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Figura 12. Imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-GFP dos rins transplantados 

com CTMs. (A) e (B) Grupo alogênico 7 dias após o transplante marcado para DAPI e 

GFP+, respectivamente. (C) e (D) Alogênico 14 dias após o transplante. (E) e (F) 

Alogênico + CTMs ativadas 14 dias após o transplante. (G) e (H) Alogênico 28 dias 

após o transplante com CTMs. (I) e (J) Alogênico 28 dias após o transplante com CTMs 

ativadas. (K) e (L) Singênico 100 dias após o transplante. Aumento de 200x 

 

 

G H 

I J 

K L 
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Tabela 5. Frequência de animais que apresentaram células positivas para GFP na análise 

de imunofluorescência, nos diferentes grupos experimentais e dias pós-transplante.  

CTMs: células-tronco mesenquimais 

Grupos CTMs CTMs ativadas  

Alogênico 7 dias 5/5 (100%) 4/4 (100%) 

Alogênico 14 dias 2/6 (33,3%) 3/6 (50%) 

Alogênico 28 dias 0/5 (0%) 0/6 (0%) 

Singênico 28 dias 4/4 (100%) - 

Singênico 100 dias 4/4 (100%) - 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Sobrevida das células transplantadas nos diferentes grupos experimentais, 

medida através da frequência de rins contendo células positivas para GFP após análise 

por imunofluorescência. * P <0,001. Teste de Mantel-Cox Log-Rank. 

 

 

 

4.7 BD™ Cytometric Bead Array (CBA) 

 

 

A quantificação das citocinas interleucina-2, interleucina-4, interleucina-6, 

interferon-γ, fator de necrose tumoral, interleucina-17A e interleucina-10 não mostrou 
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diferenças significativas entre nenhum dos grupos (Figura 9). Todos os animais 

transplantados tiveram níveis de citocinas circulantes no plasma similares aos animais 

que não receberam células.  

 

 

Figura 14. Quantificação das citocinas no plasma dos animais transplantados nos 

determinados tempos após o transplante. O plasma de animais não transplantados foi 

utilizado como controle. Não houve diferença significativa entre os grupos (n= 2 a 5). 

ANOVA de uma via.   
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5 DISCUSSÃO 

 

Em contraste com diversos estudos anteriores realizados in vitro 

(BARTHOLOMEW; et al., 2002; DI NICOLA et al., 2002; MEISEL et al., 2004), os 

resultados do presente estudo indicam que as células-tronco mesenquimais alogênicas 

podem provocar a ativação de linfócitos T e gerar uma resposta imune em animais 

imunocompetentes, não sendo, portanto, imunoprivilegiadas conforme corroborado por 

outros estudos (Ankrum et al., 2014). 

A rejeição das células alogênicas transplantadas ocorreu entre os dias 7 e 28, 

sendo que, aos 14 dias a maioria dos animais ainda apresentava células no local do 

transplante. As células singênicas permaneceram no local do transplante por todo o 

período do experimento, estando visíveis até 100 dias depois nos rins dos animais. 

 Esses dados corroboram com os achados de Zangi e colaboradores (2009), os 

quais demonstraram a rejeição das CTMs alogênicas aproximadamente 20 dias após o 

transplante realizado por via intravenosa ou intraperitoneal em camundongos. Apesar de 

terem sido rejeitadas, as CTMs permaneceram no local por um tempo maior que os 

fibroblastos utilizados neste mesmo experimento, cujo tempo de remoção foi de 

aproximadamente dez dias. 

A baixa expressão de MHC classe II apresentada pelas CTMs, já descrita na 

literatura (POTIAN et al., 2003), foi comprovada no presente experimento. Essa 

característica indica que as CTMs possam gerar pouca ou nenhuma reação imune em 

um transplante alogênico. Por outro lado, a expressão de MHC classe II foi aumentada 

após a pré-ativação com IFN-γ e TNFα. Esse processo poderia explicar a grande 

infiltração de células inflamatórias e consequente rejeição das CTMs alogênicas 

ocorridas in vivo, visto que o contexto pró-inflamatório gerado pelo transplante poderia 

promover a secreção local dessas moléculas, transformando as CTMs.  

Embora não possa ser considerada imunoprivilegiada, a rejeição das CTMs 

acontece mais tardiamente do que outros tipos celulares alogênicos. O tempo e a 

gravidade da rejeição parecem ser dependentes do contexto e do balanço entre os fatores 

pró ou anti-inflamatórios secretados por estas células. As CTMs que não conseguem 

expressar os mecanismos imunossupressores acabam se comportando como APCs, 

ativando diretamente os linfócitos T e promovendo a inflamação in vivo (CHAN et al., 

2006).  
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Em ambientes cuja resposta imune é menos efetiva, como em tumores, por 

exemplo, as CTMs alogênicas e xenogênicas podem conseguir se manter no local por 

mais tempo do que em outros tecidos mais imunorreativos do mesmo animal. Essa 

característica indica que a supressão imune local pode mascarar a imunogenicidade das 

CTMs (DEMBINSKI et al., 2013). 

Embora o contexto local seja de extrema importância para o comportamento das 

CTMs, ele não é o único fator. As próprias células podem se comportar de maneiras 

diferentes, quando inseridas no mesmo contexto, o  que se deve à heterogeneidade das 

populações de CTMs. Suas características e respostas podem variar dependendo do 

doador, do tecido isolado, das condições de cultivo ou até mesmo da passagem em que 

se encontram. Em um estudo utilizando CTMs humanas, foi demonstrado que após a 

infusão sistêmica em pacientes com DECH (doença do enxerto contra o hospedeiro), as 

células que passaram por um processo maior de expansão (passagens de 5 a 8 - P5-P8) 

provocaram uma reação inflamatória maior que as células em passagens iniciais (P1-

P4), especialmente quando as células foram utilizadas em concentrações maiores 

(MOLL et al., 2012). 

Assim, como demonstrado em estudos anteriores, as CTMs tiveram a capacidade 

de reduzir a proliferação de linfócitos T in vitro (BARTHOLOMEW; et al., 2002; DI 

NICOLA et al., 2002). Porém, este efeito ocorreu apenas no grupo que recebeu CTMs 

singênicas. Quando utilizadas células alogênicas, ocorreu uma maior proliferação destes 

linfócitos, indicando o alorreconhecimento direto das CTMs. Essa discrepância pode ter 

ocorrido devido à utilização de mitógenos para provocar a proliferação dos linfócitos T 

nos trabalhos citados anteriormente. Essa prática pode ter alterado o microambiente 

inflamatório local, levando a uma mudança no padrão de secreção das CTMs. 

(AGGARWAL; PITTENGER, 2005). Outra razão para o contraste com estudos 

anteriores pode estar relacionado à grande heterogeneidade das populações de CTMs. 

A ativação prévia das CTMs com IFN-γ e TNFα provocou uma redução 

significativa desta proliferação dos esplenócitos tanto no grupo alogênico quanto 

singênico, provavelmente pelo aumento da expressão de PGE2 e, principalmente de NO, 

induzido pelos ativadores (ENGLISH et al., 2007).  

A alteração na proliferação de células T não foi relacionado ao aumento de 

células T ativadas, evidenciado pela marcação com anticorpo anti-CD69. Utilizando o 

mesmo protocolo para o experimento de proliferação, as células T CD4+ e T CD8+ 
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apresentaram quantidades de células CD69+ similares nos grupos alogênico e singênico. 

O estudo realizado por Krampera e colaboradores (2006) mostrou resultados 

semelhantes, mostrando que a inibição da proliferação de células T não foi resultante da 

inibição da ativação nem de processos apoptóticos. Nesse experimento, as células T em 

co-cultivo com as CTMs demonstraram redução na proliferação, com manutenção na 

quantidade de células CD25+ e CD69+ (KRAMPERA et al., 2006). Esse resultado pode 

ser explicado pela forma de atuação de NO nas células T. Foi demonstrado que na 

presença de NO, as células T, mesmo quando ativadas, não conseguem prosseguir o 

ciclo celular e completar a mitose (BINGISSER et al., 1998). Dessa maneira, a 

imunomodulação das células T provocada pelas CTMs murinas não altera a expressão 

de CD25 e CD69 (REN et al., 2008). 

A quantificação das citocinas no plasma dos animais não mostrou diferenças 

significativas entre nenhum dos grupos, em relação aos animais que não receberam 

nenhum tipo de tratamento cirúrgico. Embora tenha havido um aumento de todas as 

citocinas no dia 7, este não foi estatisticamente significante, provavelmente devido ao 

alto desvio padrão gerado pelas amostras. 

Esses resultados sugerem que as CTMs isoladas do tecido adiposo de 

camundongos possam provocar reações imunes in vivo e in vitro, mas isto não exclui o 

potencial terapêutico dessas células. Estudos sugerem que o efeito benéfico das CTMs 

no sistema imune não depende de sua permanência no sistema, sendo principalmente 

devido a um mecanismo chamado de hit-and-run, o qual consiste na liberação de fatores 

imunomodulatórios entre 24 e 48h após o transplante das CTMs. A liberação desses 

fatores pode ser de extrema importância para controlar doenças imunológicas, como a 

DECH, mesmo sem haver a permanência das CTMs no indivíduo (LEVY et al., 2013). 

No entanto, provavelmente o efeito terapêutico das CTMs poderia ser maior, com sua 

permanência mais prolongada no hospedeiro. 

As estratégias para prolongar a persistência das CTMs após o transplante são 

divididas em duas categorias: modificação do hospedeiro e modificação das CTMs. Ge 

e colaboradores (2009) mostraram que a imunossupressão do hospedeiro com baixas 

doses de rapamicina, administradas por 14 dias após o transplante, resultou no aumento 

da persistência das CTMs alogênicas. Houve também tolerância ao enxerto em 

transplante de coração proveniente do mesmo doador das CTMs, cujas células 

infundidas permaneceram por 100 dias.  Além disso, o hospedeiro apresentou aumento 
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de células dendríticas e células T tolerogênicas, não apresentando anticorpos contra as 

CTMs alogênicas. No entanto, as estratégias baseadas na imunossupressão do 

hospedeiro podem aumentar o risco de infecções em pacientes mais vulneráveis (LEVY 

et al., 2013). 

As CTMs podem ainda ser modificadas diretamente para reduzir sua 

imunogenicidade. Estudos realizados por de La Garza-Rodea e colaboradores (2011) 

demonstraram que a utilização de proteínas provenientes de vírus, para evadir a resposta 

imune, pode aumentar a permanência de células alogênicas em animais 

imunocompetentes. As CTMs transfectadas com o gene para expressar a proteína viral 

US11 mostraram redução da expressão de MHC classe I e mantiveram-se nos animais 

imunocompetentes pelo mesmo tempo que os imunossuprimidos. Outro trabalho 

utilizando a mesma estratégia mostrou que as CTMs transfectadas com imunoevasinas 

provenientes de vírus apresentaram redução de MHC classe I e não foram reconhecidas 

por linfócitos T citotóxicos, assim como as células NK (SOLAND et al., 2012), 

Além da expressão de proteínas virais, as CTMs podem ser condicionadas a 

expressar moléculas que possibilitem o aumento da capacidade de homing destas 

células, assim como a secreção de citocinas anti-inflamatórias (LEVY et al., 2013). As 

CTMs podem também ser precondicionadas ou carregadas com pequenas moléculas que 

aumentem a expressão de receptores de superfície ou a produção de fatores 

imunossupressores (PGE2, IDO, HLA-G, IL-10) (SARKAR et al., 2011; ANKRUM et 

al., 2014). Todos os dados acima indicam grandes desafios para o uso de CTMs 

alogênicas como uma alternativa terapêutica. Porém, o uso de CTMs autólogas também 

pode apresentar problemas, tendo em vista a dificuldade e o tempo necessário para gerar 

doses terapêuticas de CTMs após a coleta. Além disso, a grande variabilidade de 

padrões secretórios e potencial imunomodulatório das CTMs de diferentes doadores e 

tecidos isolados tem que ser levada em consideração (MELIEF et al., 2013). Dessa 

maneira, a padronização de terapias autólogas utilizando CTMs  se torna muito difícil. 

Apesar da imunogenicidade comprovada, as CTMs alogênicas ainda parecem ser 

seguras para a utilização em estudos clínicos. Mesmo com dados mostrando que 

aproximadamente 13% dos pacientes que receberam CTMs alogênicas apresentaram 

anticorpos contra o doador (HARE et al., 2012), doses repetidas de células são 

administradas frequentemente sem complicações (ANKRUM; ONG; KARP, 2014).  
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A utilização de CTMs alogênicas pode ser de grande utilidade para estudos 

clínicos, mas fica claro que estas células não são imunoprivilegiadas. Mesmo com as 

baixas expressões de MHC classes I e II apresentadas in vitro, essas células podem ser 

rejeitadas quando utilizadas em transplantes alogênicos. Isso ocorre porque o contexto 

pró-inflamatório envolvido no transplante promove mudanças nas CTMs, que passam a 

aumentar a expressão de MHC classes I e II. 

A capacidade das CTMs em provocar uma imunomodulação no hospedeiro pode 

ter diversas aplicações terapêuticas, no tratamento de processos inflamatórios, doenças 

auto-imunes ou DECH. Embora o efeito hit-and-run exercido pelas CTMs possa ser 

suficiente para promover melhoras em casos clínicos (VON BAHR et al., 2012), novas 

estratégias de redução da imunogenicidade destas células precisam ser testadas para 

aumentar o tempo de permanência das células alogênicas no hospedeiro, com 

consequente melhora na sua função terapêutica. Essas estratégias poderão promover a 

maior utilização das CTMs para tratamento de diversas doenças, beneficiando um 

grande número de pacientes. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 Os resultados encontrados no presente estudo indicam que as CTMs murinas 

provocam resposta imunogênica quando utilizadas em transplante alogênico, com 

consequente aparecimento de infiltrados inflamatórios locais e total rejeição das células 

transplantadas antes de 28 dias após o transplante. A pré-ativação das CTMs com IFN-γ 

e TNFα não alterou significativamente o tempo de permanência das células após o 

transplante, porém aumentou a capacidade imunomodulatória das CTMs in vitro. Esse 

potencial de modular a resposta imune pode ser de grande utilidade terapêutica para o 

tratamento de doenças auto-imunes ou processos inflamatórios locais.  

Novos estudos devem ser efetuados, na tentativa de reduzir a imunogenicidade 

das CTMs alogênicas, permitindo assim um maior tempo de permanência dessas células 

no hospedeiro e consequente aumento de sua função no tratamento de processos 

inflamatórios locais ou sistêmicos. 
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