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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) tém sido o alvo de diversos estudos
cientificos devido a sua facilidade de obtencéo e alto potencial terapéutico, entretanto suas
caracteristicas bioldgicas ainda ndo sdo completamente conhecidas. Recentemente, foi
descoberto um papel importante dessas células na regulacdo e modulacao da resposta imune,
com capacidade de interacdo com diversas outras células do sistema imune. O mecanismo
pelo qual as CTMs desempenham esse papel esta relacionado com um conjunto de fatores que
elas secretam, também conhecido como efeito paracrino. O objetivo do presente trabalho foi
isolar células-tronco mesenquimais do rim, pancreas, pulmao, baco, aorta e gordura de
camundongos e caracteriza-las quanto aos marcadores de superficie e potencial de
diferenciacdo adipogénico e osteogénico. As células isoladas apresentaram morfologia tipica
de CTMs logo ap6s o isolamento, a qual foi mantida durante as passagens subsequentes. Os
marcadores analisados por citometria de fluxo mostraram que as culturas ndo expressaram
marcadores tipicos de macrofagos (CD11b), células endoteliais (CD31) e células do sistema
imune (CD45), mas expressaram os marcadores mesenquimais CD44, CD90.2 e Sca-1 de
maneira variada. Além disso, os resultados preliminares mostraram que as CTMs expressaram
receptores de superficie relacionados com o reconhecimento de patdgenos (Tlr3 e Tlr4) em
duas culturas analisadas. Adicionalmente, realizou-se a padronizacédo das reacdes de PCR
quantitativo para os genes BACT, GAPDH, INOS, MMP-2, IL-6 e CD274, 0s quais serao
utilizados em experimentos subseqientes. Assim, foi possivel isolar células-tronco
mesenguimais de diferentes tecidos e érgdos de camundongos, bem como realizar as analises
dos marcadores de superficie e a padronizacdo do PCR quantitativo, os quais irdo ajudar a
entender os mecanismos de acdo dessas células na modulagdo da resposta imune.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, camundongos, regeneracdo tecidual,
resposta imune.



ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) have been the focus of several scientific studies due
to their relatively easy availability and high therapeutic potential; however the biological
characteristics presented by them are not fully understood. An important role of these cells in
the regulation and modulation of the immune response was recently discovered. MSCs are
able to interact with different cells of the immune system. The mechanisms by which MSCs
play this role are related to a panel of factors secreted by them in a mechanism that is also
known as the paracrine effect. The aim of this study was to isolate MSCs from the kidney,
pancreas, lung, spleen, aorta and adipose tissue of mice and also to evaluate the expression of
their surface markers to help understand the mechanisms used by these cells in tissue
regeneration and modulation of the immune response. Isolated cells presented a typical MSC-
like morphology after the cell isolation, which remained during the subsequent passages. The
cell surface markers analyzed by flow cytometry showed that the cells did not express
markers for macrophages (CD11b), endothelial cells (CD31) and leukocytes (CD45), but
expressed at some degree mesenchymal markers CD44, CD90.2 and Sca-1. Furthermore,
preliminary results showed expression of receptors involved in the recognition of pathogens
(TIr3 e TIr4) in the two cultures analyzed. Additionally the standardization of quantitative
PCR reaction for BACT, GAPDH, INOS, MMP-2, IL-6 and CD274 genes was performed. It
was possible to isolate mesenchymal stem cells from different tissues and organs from mice.
The measurement of the expression for these genes will be analyzed in further experiments.
Additional analysis of these cells as well as the gPCR standardized in this study might help to

understand the mechanism of action by which MSCs modulate the immune response.

Keywords: Mesenchymal stem cells, mice, tissue regeneration, immune response.
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1 INTRODUCAO

As Ultimas décadas foram marcadas por um crescimento expressivo nos estudos que
utilizam células-tronco. A descoberta de células com capacidade de expansao e diferenciacao
em células especializadas possibilita a sua aplicacdo no tratamento de inUmeras doencas
humanas e animais. Entre as células mais visadas para aplicagéo terapéutica, estéo as células-
tronco embrionarias (CTEs) e as células-tronco mesenquimais (CTMs) .

As CTMs possuem vantagens em relacdo as CTEs no que se refere a facilidade de
obtencdo. As CTMs células sao facilmente isoladas de locais com a medula dssea, polpa
dentéria, tecido adiposo e corddo umbilical, porém sabe-se que essas células podem ser
isoladas de qualquer tecido vascularizado.

Embora as CTMs células ja sejam aplicadas em estudos clinicos, muitas questdes
relacionadas a sua biologia ainda ndo foram totalmente elucidadas. Entre as caracteristicas
apresentadas por essas células pode-se destacar a capacidade de diferenciacdo em células da
linhagem mesenquimal, como adipdcitos, osteoblastos e condroblastos. Além disso, as CTMs
sdo capazes de responder a estimulos do ambiente, auxiliando no processo de regeneracao
tecidual. Uma das ultimas caracteristicas descobertas das CTMs é a capacidade de modulagéo
da resposta imune frente a diferentes contextos. Dependendo dos sinais recebidos, as CTMs
podem atuar em processos pro-inflamatérios, auxiliando na eliminacdo de patdgenos, ou
antiinflamatdérios, impedindo o aparecimento de uma resposta imune exacerbada.

Dessa maneira, as CTMs tém uma aplicacdo importante em doengas nas quais ocorre
um desbalanco da resposta imune. Exemplos de doencas tratadas com CTMs séo: Diabetes
melittus tipo 1, Artrite Reumatdide e Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH).
Apesar disso, um maior entendimento dos sinais e das moléculas envolvidas na resposta de
CTMs sdo importantes para o estabelecimento de protocolos pré-clinicos e clinicos com essas

células.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As células-tronco (CT) apresentam capacidade ilimitada ou prolongada de auto-
renovacdo, originando celulas indiferenciadas com as mesmas caracteristicas, bem como sao
capazes de se diferenciar em pelo menos um tipo celular especializado (BRETZEL e
colaboradores, 2004). As CT séo classificadas de acordo com a sua origem como células-
tronco embrionérias (CTES) e células-tronco adultas (CTAs). As CTEs sdo isoladas da por¢ao
interna do blastocisto e apresentam como caracteristica a pluripoténcia, podendo se
diferenciar em todas as células especializadas do organismo. No tecido adulto, as CTs sao
responsaveis pela reposicdo das células perdidas naturalmente ou em decorréncia de danos ao
tecido (CHAGASTELLES e colaboradores, 2010). As CTAs sdo aquelas que podem ser
isoladas de qualquer tecido formado e, embora possuam limitacbes na capacidade de
diferenciacdo, essas células tém sido muito utilizadas em pesquisas devido as implicacdes
éticas que limitam o uso das CTES humanas.

A primeira célula-tronco reportada no tecido humano foi a célula-tronco
hematopoética (CTH). A CTH é uma célula multipotente que, na hematopoese extra-uterina,
localiza-se principalmente na medula 6ssea e da origem as diferentes células do sangue, tanto
da linhagem miel6ide (eritrocitos, megacaridcitos, neutrofilos, eosinofilos, basofilos e
mondcitos), quanto da linhagem linféide (linfécitos B e T e células natural killer)
(WEISSMAN, 2000).

Além das CTHSs, outras células-tronco ja foram descritas como responsaveis na
manutencdo e renovacdo do tecido adulto, como as células-tronco epiteliais, neurais e
mesenguimais. A primeira € encontrada na epiderme, dando origem a todas as células das
camadas epiteliais (SLACK, 2000). A célula-tronco neural situa-se no cérebro e pode originar
neurbnios, astrocitos, oligodentrdcitos e células sanguineas (MCKAY, 1997; BJORNSON e
colegas, 1999; GAGE, 2000). A celula-tronco mesenquimal (CTM) esta presente em diversos
orgdos e regides perivasculares de todos os tecidos e é capaz de se diferenciar in vitro em
células derivadas da linhagem mesenquimal, tais como adipdcitos, osteoblastos e condrocitos
(MEIRELLES e colaboradores, 2006).
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2.1  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 caracteristica
de aderéncia que essas células possuem. Dessa maneira, era possivel separar as celulas
aderentes da medula dssea em placas de cultura plasticas e descartar as células ndo aderentes
através de trocas do meio de cultivo. Esse procedimento eliminava grande parte das CTHs e
sua progénie. As células restantes eram mantidas em cultura, apresentando-se fusiformes,
semelhantes a fibroblastos, e com capacidade de se multiplicar rapidamente in vitro apds
alguns dias em cultura (MEIRELLES e colaboradores, 2008). Estudos mais recentes
demonstraram a ocorréncia disseminada de CTMs no organismo, na regido perivascular,
indicando que possivelmente tenham um papel importante na manutencdo deste
compartimento nos diferentes 6rgdos e tecidos (MEIRELLES e colaboradores, 2006).
Inicialmente, acreditava-se que as CTMs poderiam ser caracterizadas como pluripotentes,
sendo capazes de se diferenciar em células das trés camadas germinativas: mesoderma
(PITTENGER e colaboradores, 1999), ectoderma (KOPEN e colaboradores, 1999) e
endoderma (SATO e colaboradores, 2005). Estudos mais recentes (SCUTERI e
colaboradores, 2011; DAVANI e colaboratores, 2007) demonstraram que a diferenciagdo das
CTMs em células de origem endodérmica e ectodérmica é bastante ineficiente e as células ndo
possuem a funcionalidade esperada para os tipos celulares maduros desses tecidos.

Embora nenhum marcador Unico das CTMs seja conhecido, a imunofenotipagem tem
sido muito utilizada na caracterizacdo dessas células. A analise dos marcadores de superficie
de células murinas demontra que todas as células-tronco mesenquimais devem expressar
CD29 e CD44, sendo negativas para os marcadores hematopoéticos, CD11b, CD45, e
endoteliais, CD31. Algumas variacdes no imunofenétipo das células podem ocorrer,
dependendo do 6rgéo de origem, como a expressdao das moléculas Sca-1 e CD49e, que pode
ser variavel entre as populacdes celulares. A expressdo do marcador CD90.2, embora presente
em todas as linhagens, pode variar na porcentagem de células positivas (MEIRELLES e
colaboradores, 2006).

Pode-se considerar uma populagdo de células em cultura como CTMs se a mesma
possuir capacidade de auto-renovagdo in vitro, bem como, em condigdes de cultivo
adequadas, diferenciacdo em diferentes tipos celulares de origem mesenquimal, tais como,

adipdcitos, condroblastos e ostedcitos (MEIRELLES e colaboradores, 2008).
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A fungdo in vivo das CTMs ainda ndo e completamente conhecida. No entanto,
acredita-se que elas possuam um papel importante na manutencdo da homeostase tecidual. O
papel nos processos de reparo e regeneracdo, em muitos casos, ndo parece ser atribuido a
diferenciacéo em células do tecido, mas sim ao efeito paracrino exercido por essas células. As
CTMs sdo capazes de secretar moléculas antiapoptéticas, neoangiogénicas, pro-mitdticas e
com funcdo sobre as células do sistema imune, apresentando um importante papel
imunossupressor (MEIRELLES e colaboradores, 2008).

As CTMs humanas inibem a proliferacdo de linfécitos T CD4+ e CD8+, por um
mecanismo dose-dependente e ndo apoptotico, mediado por fatores soltveis (DI NICOLA e
colaboradores, 2002). Estudos demonstram que as CTMs desempenham seu papel alterando o
padrdo de secrecdo de diversas citocinas em células envolvidas no processo inflamatorio e
atuando sobre diversas outras células do sistema imune. De maneira geral, as CTMs parecem
alterar o padréo de resposta de linfdcitos de Thl para Th2 (AGGARWAL e PITTENGER,
2005). Entretanto, resultados controversos também mostram que as CTMs podem apresentar
um comportamento pro-inflamatério em alguns casos (LEI e colaboradores, 2011; CARRION
e colaboradores, 2010; RENNER e colaboradores, 2009). Essas diferengas poderiam ser
explicadas devido a uma acdo dicotdbmica dessas células em resposta a sinais ou contextos
inflamatorios percebidos por elas (BUNNELL e colaboradores, 2010).

Um estudo recente apontou que as CTMs sdo capazes de responder de
maneiras diferentes de acordo com o estimulo recebido (BUNNELL e colaboradores, 2010;
WATERMAN e colaboradores, 2010). Segundo a classificagdo dos autores, CTMs do tipo 1
(CTMsl), quando estimuladas com LPS (ligante do Receptor Toll-like 4), respondem
produzindo moléculas pro-inflamatdrias, o que indicaria um comportamento de inicio de
inflamacéo. Por outro lado, CTMs do tipo 2 (CTMs2), quando estimuladas com Poli(l:C)
(ligante do Receptor Toll-like 3), respondem produzindo moléculas anti-inflamatorias. Essa
plasticidade na resposta das CTMs sugerem que elas possuam um papel importante na

montagem e regulacdo da resposta imune in vivo.

2.2  Moléculas envolvidas na resposta imune

Algumas das moléculas envolvidas na modulacdo da resposta imune mediada por

CTMs j& sdo conhecidas. Sabe-se também que existem diferencas entre espécies no que se
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refere as moléculas envolvidas nesse processo. Sabe-se que as CTMs expressam em sua
superficie receptores Toll-like, responsaveis pelo reconhecimento de indimeras estruturas
conservadas presentes em diferentes patégenos, como virus e bactérias (PEVSNER-FISCHER
e colaboradores, 2007). Demonstrou-se que CTMs humanas expressam altos niveis de
Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) comparado com CTMs murinas. Em contrapartida, o
mecanismo pelo qual CTMs de camundongo desempenham seu papel na resposta imune
parece ser mais dependente da enzima INOS (do inglés Inducible Nitric Oxide Synthases,
Oxido Nitrico Sintase Induzivel) através da acdo do 6xido nitrico (RENG e colaboradores,
2008; 2009). A capacidade de resposta aos estimulos por CTMs deve-se, em grande parte,
pelo estimulo mediado por Interferon-gama (IFN-y) (HAN e colaboradores, 2011), embora
outras citocinas como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as interleucinas 1o e 18 (IL-
la e IL-1P) também possam atuar juntamente nesse processo (HAN e colaboradores, 2011;
REN e colaboradores, 2008). Em outro estudo, demonstrou-se um papel central da proteina
CD274 ou B7-H1 em camundongos. As CTMs sdo capazes de expressar B7-H1 apos
estimulacdo por IFN-y e a inibicdo de B7-H1 parece abolir a capacidade imunossupressora
das CTMs (SHENG e colaboradores, 2008). Evidenciou-se um papel importante de
metaloproteinases, principalmente MMP-2 (metaloproteinase 2 da matriz) e MMP-9
(metaloproteinase 9 da matriz), na capacidade de inibicdo de CTMs quando co-transplantadas
com ilhotas pancreéaticas alogenéicas em camundongos (DING e colaboradores, 2009).
NEMETH e colaboradores, 2009, demonstraram o efeito da producdo de Prostaglandina E-2
(PGE2) por CTMs sobre macréfagos em um modelo de sepsis. As CTMs foram capazes de
estimular a producdo de IL-10 por macréfagos in vivo, diminuindo a mortalidade dos

camundongos por sepsis induzida.
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3 ESTUDO EXPERIMENTAL

3.1  Introducéo

As CTMs tém sido utilizadas em diversos tipos de experimentos cientificos devido ao
seu potencial de diferenciacdo em multiplas linhagens, seu facil isolamento e manuseio in
vitro e sua sensibilidade elevada a moléculas sinalizadoras (CAPLAN e BRUDER, 2001). O
seu papel na modulacdo da resposta imune pode representar uma importante alternativa
terapéutica em casos de doencas auto-imunes, processos inflamatérios ou transplante de
Orgdos, mas para isso, um melhor entendimento do seu mecanismo de acdo torna-se
necessario.

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar as CTMs de diferentes tecidos/érgaos
de camundongos, além de padronizar as reacdes de PCR quantitativo (QPCR) com a utilizacéo
de macrofagos como controle positivo dos genes utilizados. A andlise da expressdo dos genes
padronizados neste trabalho possibilitara a avaliacdo das diferencas na capacidade de resposta

imune, dependendo do 6rgédo de origem das células de camundongo.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos das linhagens C57BI/6, machos, com idades entre 2-3
meses, obtidos da Fundacdo Estadual de Producédo e Pesquisa em Saude (FEPPS) (Figura 1).
O manejo dos animais foi realizado de acordo com os principios éticos da experimentacao
animal da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). As CTMs
murinas foram coletadas do rim, pancreas, pulmao, gordura, aorta e baco, imediatamente apos
o sacrificio, realizado por deslocamento cervical. O isolamento foi realizado de acordo com a
metodologia previamente descrita (MEIRELLES e colaboradores, 2006).

14



Figura 1 - Fotografia de camundongo da linhagem C57BI/6 utilizado nos xperimentos.

3.2.2 Meios e reagentes

O meio Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), foi utilizado como meio
base. Para o cultivo celular foi utilizado DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
e 1% de solucdo de penicilina e estreptomicina (ambos da Gibco).

As diferenciaces celulares foram realizadas com a utilizacdo dos meios especificos. O
meio de diferenciacdo osteogénico foi composto de meio base com 10% de soro fetal bovino,
10 mM de B-glicerofosfato, 50 mM de solucgdo de &cido ascorbico 2-fosfato. No momento da
utilizacdo, foi acrescido dexametasona na concentracdo final de 10% M . O meio de
diferenciacdo adipogénico, por ser mais instavel, foi feito imediatamente antes da sua
utilizacéo, sendo composto por meio DMEM adicionado de 20% de soro fetal bovino, 10 M
de dexametasona, 2,5 ug/mL de insulina de pancreas bovino, 100 uM de indometacina e 5

uM de rosiglitazona. Todos os indutores de diferenciagdo utilizados eram da Sigma-Aldrich.

3.2.3 Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais e macr6fagos murinos

Os orgaos e tecidos foram coletados de maneira asséptica, transferidos para uma placa
de Petri estéril e cortados em pequenos fragmentos para entdo serem digeridos com 1 mg/mL
de colagenase tipo | (Gibco) diluida em meio DMEM sem soro, durante 45 minutos. Para
inativar a enzima, foi utilizado meio suplementado. As células foram separadas dos restos
celulares por centrifugacéo a 300 g por 10 minutos para posteriormente serem ressuspendidas

em meio suplementado e plaqueadas em placas de 6 pocos. Apds 24h, o meio foi trocado e as
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culturas celulares tripsinizadas com solucdo de 0,25% tripsina-EDTA (Gibco) quando
confluentes. Subsequentemente, as passagens celulares foram realizadas para a continuidade
da expanséo cultura.

O cultivo de macrofagos foi realizado através do plaqueamento de células da medula
Ossea de camundongos nas mesmas condigdes utilizadas para o cultivo de células-tronco
mesenquimais. Apés 7 dias de cultivo, as células foram tripsinizadas e incubadas com
anticorpo anti-CD11b para isolamento dos macrofagos por FACS (cell sorting) utilizando o
equipamento FACSAria 111. Um total de 10° células foram ressuspendidas em PBS contendo
0,1% de BSA e 2 mM EDTA e incubadas com 8 uL de anticorpo. Apds 30 min, as células
foram lavadas, para eliminar os anticorpos néo ligados, e ressuspendidas em PBS contendo
BSA e EDTA. As células foram separadas de maneira asséptica e cultivadas novamente em
placas de 6 pogos. Apds 24 h os macréfagos foram ativados com 100 U/mL de IFN-y

(Peprotech) e 10 ng/mL de lipopolisacarideos (Sigma) por 24 h.

3.2.4 Diferenciacéo celular

Quando as células encontravam-se entre a quarta e quinta passagens, as mesmas foram
transferidas para uma placa de 12 pocos, distribuidos da seguinte forma: trés pogos com meio
de diferenciacdo adipogénico, trés pogos com meio de diferenciacdo osteogénico e seis pocos
com meio suplementado, como controle negativo (Figura 2). A troca de meio foi realizada a
cada 3-4 dias.

Apos 30 dias do inicio da diferenciacdo, as células foram lavadas com PBS, fixadas
com 4% de paraformaldeido e coradas. O corante Oil Red O foi utilizado nas primeiras duas
colunas de pogos (meio adipogénico e controle 1) para corar os vacuolos de gordura. Apos
cinco minutos de contato com o corante, 0s pocos foram lavados com agua e colocados em
contato com hematoxilina por 5 min, para corar 0 nicleo das células, possibilitando uma
melhor visualizagdo. Nos pocos restantes (meio osteogénico e controle 2) foi utilizado apenas
Alizarin Red S para colorir a matriz de célcio.

Apos a revelacdo, as células foram analisadas em microscopio invertido e as fotos

tiradas utilizando aumento de 200x.

16



7

Placa de diferenciacao

Q.00
Q0.0
000
000

\ v

Figura 2 - Disposicdo dos meios utilizados na placa de 12 pocos para diferenciacdo das
culturas de células-tronco mesenquimais. Todos os pocos continham células provenientes do
mesmo 6rgdo na quarta ou quinta passagens. Nos pocos A e C as células foram mantidas
com 0s meios de diferenciagdo adipogénico e osteogénico, respectivamente. Nos pogos B e
D as células foram mantidas em meio suplementado e utilizadas como controle negativo das

respectivas diferenciagoes.

3.2.5 Citometria de fluxo

A imunofenotipagem das CTMs foi realizada pela incubacdo das células com
anticorpos anti-CD11b, -CD34, -CD44, -CD45, -CD90.2 e -Sca-1 conjugados com
ficoeritrina. Apos tripsinizagdo, as células foram ressuspendidas na concentragdo de 10°
células/tubo com solugdo tamponada de fosfato (PBS) e incubadas com os anticorpos por 30
min a 4° C. Apds, as células foram lavadas com PBS para remover 0 excesso de anticorpos
ndo ligados. A analise foi feita em um citdmetro fluxo (FACSAria Ill, Becton Dickinson), e
os graficos gerados no programa WinMDI, versao 9.2.

3.2.6 Padronizacdo das reagdes de PCR quantitativo (QPCR)

O RNA total foi extraido de culturas de macréfagos ativados pelo método de

fenol/cloroférmio utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante.
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Ao final da extracdo, o RNA foi ressuspendido em agua tratada com dietilpirocarbonato
(DEPC). O cDNA foi sintetizado com kit MML-V RT (Invitrogen) utilizando 150 ng/reacéo
de primers randdmicos. A padronizacao das reacfes de PCR quantitativo foi realizada com o
kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix (Invitrogen). Para tal, o cDNA foi diluido em
agua de injecdo de maneira seriada (fator de diluicdo de 10X) para montagem das curvas. Os
primers foram desenhados de maneira a flanquear um intron, o que impede a amplificagéo de
DNA gendmico. As corridas foram realizadas no aparelho StepOne Plus (Life Technologies).
Cada reacdo de 20 uL era composta por 10 uL do master mix (contendo tampéo, SYBR,
dNTPs, polimerase), 4 mM MgCl,, 500 nM ROX, 0.5 uM de cada primer e 1 uL de cDNA. O
programa de dois passos utilizado foi: desnaturagéo a 95° C por 5 min seguido de 40 ciclos de
95° C por 10 s, 60° C por 20 s e um ciclo final de desnaturacdo de 70° C por 10 min. As
amostras foram amplificadas em triplicata. A eficiéncia das reacGes foi calculada para cada

conjunto de primers (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos conjuntos de primers utilizados.

Cadigo Gene Sequéncia (5°-37) Tm GC  Tamanho
(cc) % fragmento
(pb)
NM_007393.3 ActB CACACCCGCCACCAGTTCGC 62 70 70
ACATGCCGGAGCCGTTGTCG 62 65
NM_008084.2 Gapdh AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 61 52 123
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 59 43
NM_010927 Inos CTTTGCCACGGACGAGAC 58 61 67
GTCATTGTACTCTGAGGGCTGA 59 50
NM_ 021893 CD274 AGGGCAAAACCACACAGC 59 55 80
GCACCCAGTGAGTCCTGTTC 60 60
NM_008610.2 Mmp2  ATAACCTGGATGCCGTCGT 59 52 102
TCACGCTCTTGAGACTTTGG 58 50
NM_031168.1 1I-6 TCTAATTCATATCTTCAACCAAGAG 56 32 119
TGGTCCTTAGCCACTCCTTC 59 55
NM_126166.4 TIr3 TTGTCTTCTGCACGAACCTG 55 58 205
CGCAACGCAAGGATTTTATT 55 56
NM_021297.2 TIr4 CAAGAACATAGATCTGAGCTTCAACCC 61 44 978

GCTGTCCAATAGGGAAGCTTTCTAGAG 62 48
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3.3 Resultados

O procedimento de isolamento das CTMs de diferentes 6rgdos de camundongos foi
possivel de ser realizado e padronizado no laboratério de Hematologia e Células-tronco da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Nos dois primeiros isolamentos realizados foi
utilizada colagenase preparada previamente e congelada a -20° C. Nesses isolamentos foram
constatados problemas no rendimento, resultando em baixo nimero de células aderidas as
placas (dados ndo mostrados). Esse problema foi resolvido apos ser utilizada solucdo de

colagenase tipo 1 fresca, preparada poucas horas antes do uso.

Aorta Tecido Adiposo Pancreas

Pulmé&o Baco Rim

Figura 3 - Imagens de microscopia mostrando a morfologia das CTMs isoladas de aorta, tecido
2diposo, pancreas, pulméo, bago e rim. Aumento de 200x.

Os dados mostrados nesse trabalho sdo referentes as culturas isoladas do terceiro e
quarto camundongos, onde foi possivel isolar eficientemente as células e realizar as passagens
de maneira eficiente. Foi possivel isolar células de todos os érgdos coletados desses animais.
No isolamento do quinto e sexto camundongos foram encontrados problemas atribuidos a
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Pancreas Gordura Rim

Baco

concentracdo da tripsina, visto que quando as passagens foram realizadas, uma quantidade
significante de células morria durante o procedimento, o que reduziu o nimero de linhagens
utilizadas nos experimentos. As células isoladas apresentaram morfologia caracteristica de
células-tronco mesenquimais murinas, com aspecto semelhante a fibroblastos quando aderidas
as placas de cultura (Figura 3).

A analise dos marcadores de superficie demonstrou que mais de 95% das células
provenientes dos diferentes 6rgdos eram negativas para os marcadores CD11b, CD31 e CD45.
Esses marcadores identificam especificamente macrofagos, células endoteliais e a maioria das
células sanguineas. As culturas apresentaram variacdo bastante evidente na frequéncia de
células CD90.2, Sca-1 e CD44 (Figura 4). A frequéncia de células positivas para o marcador
CD90.2, por exemplo, foi alta no pancreas, baco, aorta e gordura, ndo sendo expresso no rim.
O marcador Sca-1 mostrou-se bastante variavel em todos os 6rgdos, com frequéncia baixa nas
culturas de gordura, pulmdo e aorta. A expressdo de CD44 foi semelhante em todas as
linhagens, embora esse marcador pareca ter expressdo baixa pelas células (Tabela 2).

CD11b CD31 CD44 CD45 CD90.2 Sca-1
b 1 |
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Figura 4 - Imunofenotipagem de células-tronco mesenquimais isoladas de rim, tecido adiposo,
pancreas, baco, pulmdo e aorta analisadas com os anticorpo anti-CD11b, -CD31, CD44,
CD45, CD90.2 e Sca-1.

Tabela 2 — Quantidade de células positivas na imunofenotipagem (%).

Orgéo CD90 CD44 Sca-1 N&o Marcadas
Pancreas 98,3 25,3 77,5 0,7
Aorta 1 88,9 23,7 17 0,7
Aorta 2 77 20,6 30,8 0,4

Rim 5,6 5 51,7 0,2

Pulmao 70,1 29,1 4,8 0,2

Gordura 81,3 33,1 25,7 0,5

A analise da capacidade de diferenciacdo das culturas mostrou que todas as linhagens
testadas apresentaram capacidade de diferenciacdo adipogénica, apresentando, apoés trinta dias
no meio de inducdo, vacuolos lipidicos intracelulares, que foram corados pelo Oil Red O
(Figura 5). As células mantidas no meio de diferenciacdo osteogénico passaram a depositar
uma matriz de célcio, que foi evidenciada pela coloracdo com Alizarin Red S (Figura 6).
Houve diferenca na quantidade de células diferenciadas dependendo do 6rgédo utilizado no
isolamento, principalmente na diferenciacdo adipogénica. As células provenientes do pulmao,
rim e gordura, por exemplo, mostraram uma maior facilidade para diferenciacdo adipogénica,
enquanto que as celulas provenientes do péancreas, baco e aorta apresentaram um menor

namero de células com vacuolos lipidicos.

21



Tecido/

Orgéo

Meio Adipogénico

Controle Adipogénico

Aorta 1

Aorta 2

Bacgo 1

Gordura 1

Pancreas 2

22



Pulmao 1

Pulmao 2

Rim 1

Rim 2

Figura 5 - Imagens de culturas de CTMs isoladas de diferentes 6rgdos de camundongos

diferenciadas por 3-4 semanas em um fendtipo adipogénico e culturas controle, coradas
com Qil Red O. Aumento de 200x.
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Rim 2

Figura 6 - Imagens de culturas de células-tronco mesequimais isoladas de diferentes 6rgédos de
camundongos diferenciadas por 3-4 semanas em um fendtipo osteogénico e culturas controle,
coradas com Alizarin Red S. Aumento de 200x.

Em uma segunda etapa do trabalho, foi realizada a padronizagdo das reacdes de PCR
quantitativo para genes envolvidos na modulacdo da resposta imune de células-tronco
mesenquimais.

A Figura 7 apresenta os resultados do experimento de padronizacdo das reacdes de
gPCR. Em uma primeira etapa, as células da medula dssea de camundongos foram isoladas e
cultivadas por 7 dias. Apo6s, foram separadas por cell sorting através de Citometria de Fluxo,
sendo os macrofagos separados de outros tipos celulares através do marcador CD11b,
conforme demonstrado na Figura 7. O grafico da Figura 7A apresenta as duas populacdes de
células, sendo a P2 negativa e a P3 positiva para 0 marcador CD11b. Ap0s a separacdo, a
frequéncia de células CD11b+ passou de 82,6 para 99,3 %, mostrando uma alta eficiéncia de
separagdo por essa técnica. As figuras 7C e 7D representam os macrofagos antes e apos a

ativagdo com IFN-y e LPS, respectivamente.

As Figuras 7D, 7E, 7F, 7G, 7H e 71, representam respectivamente as curvas de
amplificagdo para os genes ActB, Gapdh, Inos, Mmp2, 1I-6 e CD274. As eficiéncias de
amplificacdo para essas reacdes foram ActB= 103%, Gapdh= 96%, Inos= 104%, Mmp-2=
103%, 11-6= 105% e CD274=104%.
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| 11-6; Eficiéncia; 105% J CD274; Eficiéncia: 104%

Figura 7 - Purificacdo de macrofagos a partir de culturas de medula 6ssea de camundongo por
cell sorting mostrando em (A) o gréafico das células antes da separacdo e em (B) apds a
separacdo em citometro de fluxo. As Figuras (C) e (D) apresentam a morfologia de
macrofagos antes e apOs a ativacdo com 100 U/ml de IFN-ye 10 ng/ml de LPS,
respectivamente. A padronizacdo das reacdes de PCR quantitativo utilizando os primers
especificos para (E) ACTB, (F) GAPDH, (G) INOS, (H) MMP2, (1) IL-6 e (J) CD274. Os
gréficos (E-J) mostram a amplificacdo dos transcritos obtidas através da diluicdo do cDNA de
macrofagos ativados. Aumento 200 X para as Figuras 7C e 7D.

Os resultados preliminares da analise por g°PCR demonstraram que as CTMs isoladas
de péancreas e pulmao expressaram receptores TIr3 e Tlr4, mostrando que essas células sdo

potencialmente capazes de reconhecer moléculas presentes em patdgenos (Figura 8).
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Figura 8 - Resultados preliminares da expressédo de ACTB, TLR3 e TLR4 em CTMs isoladas
de pancreas e pulmao por PCR quantitativo.

34 Discussao

Os estudos em terapia celular, assim como em muitas outras areas, beneficiam-se
enormemente da utilizacdo de modelos animais para estudos pré-clinicos, principalmente em
modelos de doencas. Os camundongos estdo entre os modelos animais mais utilizados em
pesquisas. A linhagem de camundongos C57BI/6 foi escolhida por ser de camundongos
isogénicos (geneticamente idénticos), o que oferece vantagens para futuros estudos em
modelos animais no laboratdrio.

Embora deficiéncias e limitacdes dos modelos animais sejam conhecidas, esses
modelos sdo fundamentais para impulsionar e acelerar as descobertas cientificas atuais. Nesse
trabalho, utilizou-se o modelo murino para o isolamento de CTMs de diferentes tecidos e
orgédos, o que sO seria possivel em humanos se fossem utilizadas células de pacientes
cadavéricos. O isolamento de culturas de ceélulas aderentes dos diferentes Orgdos de
camundongos C57BI/6, com morfologia semelhante aos fibroblastos, expressdo de

marcadores de superficie caracteristicos de CTMs, bem como potencial de auto-renovagéo e
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diferenciacdo em celulas da linhagem mesenquimal estd de acordo com os resultados
observados na literatura para esse tipo celular (MEIRELLES e colaboradores, 2008).

Embora a morfologia das células isoladas de todos os 6rgaos tenha sido semelhante,
houver variagdes na quantidade de células diferenciadas quando expostas aos meios de
inducdo adipogénico e osteogénico. Essas variagOes sdo esperadas no cultivo de CTMs
murinas e podem ter relacdo com o ambiente no qual as células se originam (FUCHS,
TUMBAR, GUASCH, 2004). Um exemplo desse fendbmeno foi a grande quantidade de
adipdcitos formados na diferenciacdo adipogénica a partir de culturas de CTMs isoladas de
tecido adiposo, enquanto as culturas isoladas do bago e pancreas apresentaram poucos
vacuolos lipidicos apds a inducdo (Figura 5). Com relacdo a diferencia¢do osteogénica, ndo
foram observadas diferencas aparentes, visto que todas as culturas diferenciaram-se
eficientemente, com deposicao de matriz de célcio (Figura 6).

Os resultados da imunofenotipagem por citometria de fluxo mostraram que as culturas
analisadas nas passagens 4 e 5 ja estavam livres de grande parte dos contaminantes celulares
que poderiam crescer juntamente com as CTMs (Figura 4). Esse fato foi observado mesmo
em culturas que apresentaram grande potencial para contaminagdo com macréfagos como, por
exemplo, ocorre em culturas isoladas de baco, 6rgdo onde reside um grande nimero de
macrofagos. Esses resultados sugerem que a utilizacdo de células nessas passagens €
adequada para os testes futuros de analises da expressdo de genes envolvidos na resposta
imune. O processo de eliminacdo dos contaminantes ocorre através da tripsinizacdo, que
permite a proliferacdo das células-tronco em relagdo a outros tipos menos ativos. Essa
caracteristica proliferativa das CTMs acaba purificando a amostra, dado que células
contaminantes nao conseguem proliferar da mesma maneira e acabam sendo removidas no
processo de remocdo do sobrenadante.

Os resultados com os dois primeiros animais ndo permitiram o isolamento eficiente de
CTMs, o que foi resolvido através da utilizacdo de colagenase preparada no mesmo dia da
utilizacdo. Esse processo garantiu que, nos isolamentos subsequentes, um numero maior de
células pudesse ser isolado dos animais.

Foram encontradas também dificuldades na passagem das células durante o processo
de expansao das culturas celulares. Acredita-se que a concentragéo de tripsina utilizada para a
passagem de células humanas, que é feita com tripsina a 0,25%, pode ter sido muito alta,

trazendo efeitos deletérios para as culturas murinas na hora da tripsinizacdo. Concentracdes
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mais baixas de tripsina estdo sendo testadas para evitar uma morte celular alta durante as
passagens.

Demonstrou-se uma expressdo dos receptores Toll-like 1 ao 8 em CTMs isoladas da
medula dssea de camundongos, com exce¢do do receptor toll-like 9, o qual ndo era expresso
(PEVSNER-FISCHER e colaboradores, 2007). Acredita-se que a expressdo de TIr3 e Tir4
apresentada pelas duas linhagens analisadas nesse trabalho também podera ser repetida nas
culturas de CTMs isoladas dos demais 6rgdos. Devido as similaridades encontradas entre
CTMs de diferntes 6rgdos, pode-se sugerir que € bastante provavel que a capacidade de
modulacdo imune das CTMs ndo esteja restrita as células da medula 6ssea ou tecido adiposo,
mas seja um importante papel desempenhado por CTMs in vivo localizadas na vasculatura de
tecidos e 6rgdos (MEIRELLES e colaboradores, 2008).

Por fim, os resultados obtidos com a padronizacdo das eficiéncias de reacdes
utilizando cDNA, obtidos de culturas de macrofagos ativados, demostram eficiéncias
variando de 96 a 105%, o que esta no intervalo recomendado na literatura. Eficiéncias abaixo
de 95% ou acima de 105% tornam dificeis as comparagdes da expressdo de genes e a

normalizacdo dos resultados, aumentado o erro dos ensaios.

3.5  Concluséo do estudo experimental

A metodologia empregada nesse trabalho possibilitou o isolamento de células
aderentes com morfologia de células-tronco mesenquimais. A caracterizacdo dessas células
por imunofenotipagem e diferenciacdo in vitro confirmou a identidade das culturas isoladas.

Dependendo do local de origem das células, foi possivel observar variagdes no
fendtipo e na capacidade de diferenciacdo adipogénica e osteogénica das células.

A purificacdo de macrdfagos a partir de células da medula 6ssea de camundongos por
cell sorting permitiu a padronizacdo de genes envolvidos na resposta imune de CTMs que
serdo testados nas linhagens celulares isoladas.

Resultados preliminares em duas linhagens de CTMs analisadas apresentaram
expressdo de TIr3 e TIr4, sugerindo que esses receptores estdo expressos em CTMs de
diferentes tecidos e 6rgdos. Com isso, sugere-se que as CTMs dos diversos 0rgdos possam
reconhecer moléculas presentes em patdgenos, apresentando uma importante fungdo na
modulacgéo da resposta imune.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista que foi possivel isolar eficientemente populacbes de células-tronco
mesenquimais dos 0Orgaos murinos propostos, bem como confirmar a capacidade de
diferenciacdo e fenotipo dessas células, o presente trabalho tem como perspectiva aumentar o
numero amostral para confirmacdo dos resultados. Como continuidade do presente estudo, as
células serdo submetidas a diferentes condi¢Bes de cultivo com lipopolisacarideos, IFN-y e
polil:C para avaliacdo da expressdo diferencial dos genes ja padronizados nesse trabalho.
Essas analises irdo ajudar na compreensdo dos mecanismos de acdo das CTMs na modulagéo
da resposta imune, permitindo a futura elaboracéo de protocolos pré-clinicos com as CTMs. A
ampliacdo do conhecimento referente a biologia das células-tronco mesenquimais podera
trazer beneficios além da regeneracdo tecidual, como a reducdo da rejeicdo em transplantes e
auxilio no tratamento de doengas auto-imunes.
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