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RESUMO

Dentre todas as células-tronco estudadas até o
presente momento, as mesenquimais (MSC) destacam-se por
sua elevada plasticidade, podendo originar tecidos
mesodermais e ndo mesodermais. Além disso, possuem
caracteristicas imunomoduladoras e imunossupressoras que
ampliam as possibilidades de utilizagéo terapéutica. As MSC
secretam uma grande variedade de citocinas pré e anti-
inflamatérias e fatores de crescimento e, por meio dessas
moléculas bioativas, proporcionam a modulacao da resposta
inflamatodria, o restabelecimento do suprimento vascular e a
reparacdo adequada do tecido, contribuindo para a
homeostasia tissular e imunoldgica sob condicbes fisiolégicas.
Também podem induzir as demais células presentes no nicho
tecidual a secretarem outros fatores soltveis que estimulam a
diferenciacd@o dessas células indiferenciadas, favorecendo o
processo de reparacdo. A terapia celular com MSC é uma
alternativa terapéutica promissora, porém a compreensao da
biologia dessas células ainda é uma ciéncia em formac&o.
Este artigo tem por objetivo realizar uma breve revisdo sobre
as células mesenquimais indiferenciadas.

Palavras-chave: terapia celular, propriedades imunolégicas,
fatores soluveis, citocinas, reparagéo tecidual.

ABSTRACT

Of all the stem cells studied so far, the mesenchymal
stem cells (MSC) stand out for their high plasticity and capacity
of generating mesodermal and non-mesodermal tissues. In
addition, immunomodulatory and immunosuppressive features
that expand possibilities for therapeutic use are present in these
cells. A variety of pro and anti-inflammatory cytokines and

growth factors are secrete for MSC and provide a modulation
of inflammatory response, re-establishment of vascular supply
and adequate repair of the tissue, contributing to tissue
homeostasis under physiologic conditions. Therefore, they can
induce secretion of soluble factors that stimulate their
differentiation by other cells present at the niche’s tissue,
promoting the repair process. Cell therapy using MSC is a
promises therapeutic alternative, but understanding the biology
of these cells is still under construction. The aim of the article is
to conduct a short review of these undifferentiated mesenchymal
cells.

Key words: cell therapy, immunological properties, growth
factors, cytokines, tissue repair.

INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (MSC) sdo
consideradas uma linhagem de células-tronco
somaticas e estao presentes em regides perivasculares
de todos os tecidos adultos, em pequenas quantidades,
incluindo a medula 6ssea (MO), o tecido adiposo, o
periosteo, o tecido muscular e os 0rgéos
parenquimatosos (MEIRELLES et al., 2008;
MAMBELLI etal., 2009; ZUCCONI et al., 2009). AMO
constitui um dos principais sitios doadores dessas
células, assim como de células-tronco hematopoéticas
e endoteliais (PITTENGER etal., 1999; MINGUELL et
al., 2000).
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As MSC caracterizam-se por ser uma
populagdo de células multipotentes capazes de se
diferenciar e produzir qualquer tipo celular necessario
num processo de reparacdo, como osteoblastos,
condroblastos, hepatécitos, neurdnios, células
epiteliais, renais, cardiacas, dentre outras (PITTENGER
etal., 1999). Tais caracteristicas de plasticidade sugerem
que esse tipo celular é o responsavel pelo turnover e
pela manutencdo de todos os tecidos do organismo
(CAPLAN, 2009). Elas tornaram-se foco de inimeras
pesquisas em todo o mundo por fornecer perspectivas
clinicas promissoras para a terapia celular.

Em culturas e em condi¢des adequadas de
cultivo, as MSC exibem morfologia fibroblastoide,
adesdo em substrato plastico, autorrenovacgao e
diferenciagdo em tipos celulares distintos
(MENDELOW etal., 1980; PITTENGER et al., 1999;
NARDI & MEIRELLES, 2006). Podem ser expandidas
por mais de 40 geracBes mantendo capacidade
multipotente, embora reduzam as taxas de mitose e haja
uma grande probabilidade de acimulo de mutacdes,
tornando desaconselhavel seu uso clinico, nestas
condi¢des (DEANS & MOSELEY, 2000).

As MSC expressam um grande nimero de
moléculas bioativas como as moléculas de adesdo, as
proteinas de matriz extracelular, as citocinas e os
receptores para fatores de crescimento, permitindo
interagdes com demais células (HUSS, 2000; BOBIS et
al., 2006). Essas moléculas atuam modulando a resposta
inflamatoria, angiogénese e mitose das células
envolvidas no processo de reparacdo tecidual (WAN
etal., 2008; CAPLAN, 2009).

Plasticidade das MSC

De todas as linhagens de células-tronco
somaticas estudadas até o presente momento, as MSC
apresentam maior plasticidade, originando tecidos
mesodermais e ndo mesodermais (MEIRELLES et al.,
2006). Contudo, os mecanismos de plasticidade néo
sédo totalmente compreendidos.

Inicialmente acreditava-se que as MSC
originavam linhagens celulares diferentes por
transdiferenciacdo. Segundo essa teoria, elas alterariam
sua expressdo génica para a de uma linhagem celular
completamente diferente, originando tipos celulares
distintos (HERZOG et al., 2003). A transdiferenciacdo
pode ocorrer de forma direta, quando a célula altera
seu citoesqueleto e sua sintese protéica para
rediferenciar-se em outro tipo celular especifico, ou
indireta, quando desdiferencia-se em uma célula-tronco
mais primitiva para, posteriormente, se rediferenciar em
outro tipo celular (VERFAILLIE, 2002; HERZOG et al.,
2003).

Outro mecanismo de diferenciagéo celular
proposto é a fusdo. Acredita-se que as MSC podem
fusionar-se a uma célula adulta-alvo, assumindo o
padrédo de expressao génica da célula adulta a qual se
uniu. A fusdo celular é um fendmeno bhiolégico
amplamente conhecido, ocorrendo principalmente nas
células cuja poliploidia (dois ou mais conjuntos de
cromossomos) é comumente vista, como em
hepatocitos e células musculares esqueléticas
(HERZOG etal., 2003; MEIRELLES etal., 2006).

Além disso, as MSC secretam uma grande
variedade de quimiocinas, além de expressar receptores
para citocinas e fatores de crescimento. Dessa forma,
as MSC interagem com as células residentes (nicho) e
podem induzi-las, por mecanismo paracrino, a se
diferenciar em linhagens celulares distintas, de acordo
com essa sinalizacdo (TAKAHASHI et al., 2007).

Pericitose MSC

Os pericitos sdo células presentes na parede
vascular de arteriolas pré-capilares e nas pequenas
artérias e veias (HIRSCHI & D’AMORE, 1996;
MEIRELLES etal., 2008). Sdo conhecidas também como
células periendoteliais, célula reticular adventicial ou
células de Rouget, as quais estdo embebidas na
membrana basal, onde entram em contato com o
endotélio vascular e as células endoteliais (HIRSCHI
& D’AMORE, 1996; ARMULIK etal., 2005; MEIRELLES
etal., 2008).

Alguns estudos evidenciaram que 0s
pericitos sdo células multipotentes com capacidade de
se diferenciar em condrécitos, adipécitos e
osteoblastos, fato que explica, por exemplo, a
calcificagdo patolégica dos vasos sanguineos, as
valvulas cardiacas e o musculo esquelético (HIRSCHI
& D’AMORE, 1996; MEIRELLES etal., 2008). Ademais,
recentes pesquisas demonstram que existem
semelhangas entre os marcadores de superficie
expressos pelas MSC e pelos pericitos (CAPLAN, 2008)
e que os pericitos sdo as células que, in vivo, mais se
assemelham e correspondem as culturas de MSC
(MEIRELLES etal.,2006; CAPLAN, 2008; MEIRELLES
etal., 2008). Por essas evidéncias, definiu-se que todas
as MSC séo pericitos, mas nem todas as células que
estdo localizadas na regido perivascular sdo MSC,
como, por exemplo, as células-tronco neural e
hematopoética (HIRSCHI & D’AMORE, 1996;
CAPLAN, 2008).

Imunifenotipagem

Todas as células do organismo apresentam
um conjunto de marcadores de superficie que
caracterizam a singularidade biologica e a marca das
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células que os contém (COVAS, 2006). Contudo, as MSC
apresentam poucos marcadores imunofenotipicos
especificos (ALHADLAQ & MAO, 2004; MEIRELLES
etal., 2006), sendo sua caracterizacdo estabelecida pela
identificacdo de um perfil de marcadores especificos e
nado especificos. Essa imunofenotipagem ¢é realizada
com a utilizacdo de anticorpos monoclonais que
reconhecem esses antigenos de superficie da
membrana celular, conforme demonstrado em estudos
contemporaneos (MEIRELLES etal., 2006; LOJUDICE,
2008).

A populagdo de MSC isoladas da medula
6ssea de humanos e camundongos expressa em sua
superficie marcadores moleculares como: CD44
(receptor de hialuronato), CD105 (endoglina: marcador
angiogénico), CD106 (VCAM-1: molécula de adeséo
vascular), CD166 (ALCAM: moléculas de adesao de
leucdcitos ativados), CD29 (integrinas VLA-R), CD73
(SH3 e SH4), CD90 (Thy-1), Stro-1(estroma de suporte
da hematopoese) e Sca-1 (GRONTHOS et al., 2003;
KOLFetal.,2007; PHINNEY & PROCKOP, 2007). KOLF
etal. (2007) afirmaram que o marcador Stro-1 é o melhor
marcador a se investigar quando se deseja pesquisar a
presenca de MSC. Entretanto, esse marcador é
gradualmente perdido durante a expansdo em culturas.

Paralelamente, existe um consenso na
literatura de que as MSC ndo possuem marcadores
tipicos de células de linhagens hematopoéticas e
endoteliais, como, por expemplo: CD11b (marcador de
célula imune - integrina Mac-1), CD14 (receptor de
lipopolissacarideo LPS), CD31 (PECAM-1: moléculade
adesao plaquetaria), CD33 (receptor transmembrana de
células mieloides), CD34 (receptor de células
endoteliais), CD133 e CD45 (presentes em todas as
células hematopoéticas). A auséncia dos antigenos
CD14, CD34 e CD45 na superficie dessas células
mesenquimais permite distingui-las das precursoras
hematopoéticas (KOLF et al., 2007).

Embora j& tenham sido identificados oito
marcadores de superficie para identificacdo de MSC, a
International Society for Cellular Therapy concorda
gue apenas a identificacdo dos marcadores CD105,
CD73 e CD90, quando ndo estiverem expressos
marcadores hematopoéticos, é suficiente para a
imunofenotipagem dessas células. Contudo, essa
caracterizacdo deve sempre estar acompanhada da
demonstracédo da aderéncia celular por longos periodos
em cultura e da diferenciacéo destas em pelo menos
duas linhagens celulares distintas (HORWITZ et al.,
2005).

Propriedades Imunoldgicas

As MSC tornaram-se foco de atencéo
terapéutica em razdo de seu potencial
imunomodulatério (WAN et al., 2008), embora os
mecanismos de imunossupressdo sobre a resposta
inflamatdria e sobre os mecanismos de rejeicdo ao
transplante ndo estejam totalmente elucidados (PATEL
etal., 2008).

Mediante um contato direto das MSC com
um tecido (alogénico ou aut6logo) ou mediante a
interagdo paracrima com o interferon-gama (INF-Y),
produzido pelas células imune do organismo, as MSC
desencadeiam a liberagdo de diversos fatores sollveis
que atuardo sobre as células do sistema imunoldgico
(linfocitos e células dendriticas apresentadoras de
antigeno - APC) (CORCIONE et al., 2006; NAUTA &
FIBBE, 2007). Dentre esses fatores, estdo as
prostaglandinas (PGE2), as interleucinas (IL-4, IL-6, IL-
10), o fator de crescimento transformador beta (TGF-
R), o fator de crescimento hepatoide (HGF) e aenzima
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (NAUTA& FIBBE,
2007).

A liberacdo de TGF-B e HGF suprime a
proliferacdo dos linfocitos T e B (Di NICOLA et al.,
2002), enquanto que a liberacdo de PGE2 inibe,
especificamente, a producdo dos linfécitos T
citotéxicos e as demais citocinas pro-inflamatérias. A
enzima IDO induz a apoptose dos linfocitos T por
transformar o triptofano, que é um aminoéacido essencial
para a ativacdo dessas células em produtos tdxicos no
seu citoplama (AGGARWAL & PITTENGER, 2005). De
forma analoga aos mecanismos anteriormente descritos,
a IDO, PGE2 e TGF-R induzem a perda do potencial
citotoxico das células natural killer (NK), por suprimirem
aproducdode IL-2, IL-15e INF-Y(SOTIROPOULOU et
al., 2006).

Em relagdo as APC, evidenciou-se que as
MSCs interferem na diferenciacéo, maturacéo e ativacdo
dessas células por meio da producéo de IL-6 e de fator
de crescimento estimulador de macréfago (M-CSF).
Além disso, a liberacdo de PGE2 pelas MSCs inibe a
producéo e secrecdo de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e de INF-Y e estimula a produgéo de citocina
anti-inflamatoria IL-10 (AGGARWAL & PITTENGER,
2005; NAUTA& FIBBE, 2007).

Além dos efeitos imunossupressores, as
MSC expressam pequenas quantidades de complexo
de histocompatibilidade principal (MHC-1) e niveis
negligenciaveis de MHC-11 (Le BLANC, 2003) e/ou ndo
expressdo MHC-I1 em sua superficie (CAPLAN, 2009).
Durante o processo de selecdo clonal positiva e
negativa realizado pelas células de defesa do organismo
(reconhecimento do proprio e do ndo préprio), essas
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células utilizam o MHC para realizar tal selecdo. Logo,
na auséncia de MHC, como verificado nas MSC, o
processo de selegdo de ndo proprio ndo ocorre,
impedindo que o organismo que recebeu essas células
indiferenciadas as reconhegam como néo prdprias e
realize a rejeicdo destas (WAN et al., 2008;
MAJUMDAR etal., 2003).

Também o contato célula-célula faz com que
haja a producéo, pelas MSC, de diferentes tipos de fatores
de crescimento sollveis, incluindo fator estimulador de
colénias de granulécitos (G-CSF), fator estimulador de
coldnias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF) e M-
CSF e diversas interleucinas (IL-1,6,7,8,11,12,14,15), que
influenciam fibroblastos e células granulociticas
envolvidas no processo de inflamagdo (DEANS &
MOSELEY, 2000; BOBISetal., 2006).

A fun¢do da MSC na reparagdo dos tecidos

A lesdo tecidual ocasionada por traumas ou
agentes quimicos e/ou infecciosos pode resultar em
perda anatémica e funcional da integridade dos tecidos.
Imediatamente, uma sequéncia complexa de eventos é
desencadeada na tentativa de restaurar a integridade
da area lesada (MARTIN, 1997).

Apos a lesdo tecidual, um coagulo se forma
logo nos primeiros minutos; as plaquetas tornam-se
ativadas e liberam fatores de crescimento. Em
sequéncia, desenvolve-se um processo inflamatério
envolvendo as células do sistema imune (poucas horas
apos a lesdo), primeiramente neutrofilos, macréfagos e
células dendriticas (resposta imune inata) e,
posteriormente, linfocitos (resposta imune adquirida)
(MARTIN, 1997; TSIROGIANNI et al., 2006). Os
macrofagos, além de iniciarem a resposta inflamatoria,
fagocitam os debris celulares, e substancias antigénicas
interagem com as células da resposta adaptativa e
produzem moléculas estimulatérias e mediadores
inflamatorios, que, inicialmente, ativam mecanismos e
células participantes do processo de reparagédo
(TSIROGIANNI etal., 2006).

Paralelamente a ocorréncia da resposta
inflamatoria, as células endoteliais sdo ativadas pela
lesdo vascular e hipoxia tecidual, e mais células do
sistema imune sdo quimioatraidas. Essa quebra na
homeostasia tecidual gera um estimulo para a ativagao
do pericito/MSC. Em resposta a essa ativacao e a perda
de contato com as células endotelias e com a membrana
basal, as células pericito/MSC proliferam-se, elevam o
numero de moléculas bioativas secretadas (fatores de
crescimentos e moléculas de adesao, principalmente),
migram para o local de lesdo e/ou por diapedese entram
na corrente circulatéria onde exercerdo efeitos
paracrinos (TSIROGIANNI etal., 2006; MEIRELLES et
al., 2008).

As MSC também expressam uma grande
variedade de receptores para quimiocinas e fatores de
crescimento. Dessa forma, as MSC podem ser
estimuladas pelas células residentes (nicho) a se
diferenciar ou secretar fatores sollveis que estimularao
outros nichos celulares. Dessa forma, quanto mais
agudo o processo patologico ou quanto mais
vascularizada a regido afetada, mais intensa é a
sinalizagdo do nicho e mais efetiva sera a resposta das
MSC (FUCHS etal., 2004; MORRISON et al., 2008).

As moléculas bioativas secretadas pelas
MSC exercem efeitos troficos no tecido adjacente,
acarretando: (a) efeitos antiapoptdticos nas células
tecido-especifico, (b) efeitos imunomodulatérios sobre
as células do sistema imune, (c) aumento da
angiogénense, e (d) quimiotaxia para outras células
jovens comprometidas com o processo de reparacdo
(MEIRELLES etal., 2008). Assim, pode ocorrer redugdo
da resposta inflamatéria inicial, em algumas doengas
isquémicas, restabelecimento do suprimento vascular
e reparagdo adequada do tecido, dependendo da
extensdo e gravidade dos danos tissulares.

Terapia utilizando MSC em Medicina Veterinaria

O ndmero de pesquisas visando a terapias
reparativas utilizando células-tronco tem aumentado
consideravelmente nos Gltimos anos, no Brasil e no
mundo. Os resultados ja estabelecidos e as
possibilidades de sucesso estdo gerando grandes
expectativas entre a comunidade cientifica e a
populacédo leiga (Del CARLO et al., 2009). Estudos
contemporaneos vém sendo realizados, descrevendo
a utilizacdo alégena e autégena das MSC para a
reparacgdo de diversos tecidos. A grande aplica¢do em
Medicina Veterinaria deve-se também a geracao de
modelos experimentais aplicaveis em paciente humanos.

MONTEIRO et al. (2008) destacaram que a
forma in6cua de coleta de MSC favorece o uso
autdgeno desse tipo celular; contudo, a possibilidade
de tratamento alégeno que vem sendo testada
recentemente implica ampliacdo das perspectivas
terapéuticas com essas células. Assim, pacientes em
estados morbidos desfavoraveis ndo precisariam
submeter-se a coleta das MSC e reduzir-se-ia a espera
do paciente pelo tratamento, uma vez que a cultura de
MSC ja estaria estabelecida.

Para as aplicacGes terapéuticas, utiliza-se
desde a fragdo celular mononuclear da medula 6ssea
(FCMMO), que contém pequenas quantidades de
MSC, até culturas expandidas em laboratério, obtidas
de diversos 6rgdos. As culturas de MSC podem ser
aplicadas in situ (no local da lesdo), isoladas ou
combinadas com substitutos dsseos e biomateriais ou
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infusdo intravenosa (MONTEIRO et al., 2008), podendo
estar diferenciadas ou ndo.

Numa pesquisa pioneira, iniciadaem 1998 e
publicada no ano de 2001, BARROS et al. (2001)
realizaram a aplicagdo percutanea de células
mononucleares da medula éssea na reparacao de falhas
experimentais realizadas em radio de coelhos, obtendo
excelentes resultados no processo de reparagéo 6ssea
em relacdo ao grupo controle, sobretudo na
precocidade de formag&o do novo tecido.

CROVACE etal. (2008), Del CARLO et al.
(2007) e DALLARI et al. (2007) também utilizaram a
FCMMO autdgena em falhas 6sseas criticas de modelos
experimentais animais visando a precocidade na
osteogénese e obtiveram resultados satisfatérios em
seus estudos.

YAMASAKI et al. (2008) realizaram o
tratamento de pacientes acometidos por osteonecrose
bilateral da cabeca femoral, utilizando osteotomia
rotacional transtrocantérica acrescida da aplicacéo
autogena da FCMMO associada a hidroxiapatita e
concluiram que o tratamento associado a aplicacdo das
células contribuiu positivamente para o processo de
reaparacao.

Em 1998, BRUDER et al. demonstraram que
culturas de MSC derivadas de medula 0ssea,
depositadas sobre plataformas de hidroxiapatita e sobre
ceramica de céalcio, poderiam ser utilizadas no
tratamento de defeitos criticos em fémures de cdes.
Como resultados de suas pesquisas, constataram
rapido desenvolvimento de tecido ésseo ao redor dos
implantes e retorno precoce da fungdo do membro. Essa
pesquisa encorajou diversos pesquisadores no mundo
todo, que, posteriormente a publicacdo desses
resultados, iniciaram pesquisas utilizando as células
mesenquimais cultivadas.

A ndo unido 6ssea também tornou-se alvo
de tratamento por MSC. HERNIGOU et al. (2005)
trataram pacientes acometidos por ndo unido 6ssea na
diafise da tibia utilizando a FCMMO, aplicada por via
percutanea no foco da alteracdo déssea. Foi observada
reversdo da ndo unido e consolidagdo 6ssea em 88%
dos casos, e 0 sucesso do tratamento era proporcional
a concentracéo celular obtida.

Com omesmo intuito, ZAMPROGNO (2007)
também realizou o tratamento de ndounido utilizando
MSC cultivadas e expandidas em laboratério, na dose
de 107 células mL?, realizando aplica¢do Unica por
aplicacdo percutdnea. Observou que a terapia com
células-tronco provenientes da medula éssea mostrou-
se efetiva para a estimulag&o osteogénica de ndo unido
de fraturas, promovendo a unido 6ssea em pacientes
gue apresentavam um ano ou mais de fratura e diversas
cirurgias anteriores fracassadas.

Recentemente, ARGOLO NETO (2009) e
MONTEIRO (2009) utilizaram culturas de MSC
marcadas pela proteina fluorescente verde (GFP) em
aplicacBes autdgenas in situ, visando ao tratamento
de lesGes epiteliais de pacientes diabéticos e de lesdes
0sseas na calota craniana. Os autores demonstraram a
contribuicdo positiva do transplante desse tipo celular
na forma indiferenciada, na cicatrizacdo das feridas
cutdneas em camundongos diabéticos e na reparagao
de defeitos 6sseos criticos, respectivamente.

Alguns trabalhos também destacam a
aplicacdo alogénica dessas células. HORWITZ et al.
(2002) realizaram duas infusGes venosas de MSC na
dose de 1x 10° células kg a 5x108 células kg?, com
intervalos de um més entre as aplicagdes, objetivando
0 tratamento de pacientes que sofriam de severas
formas de osteogénese imperfeita (Ol). Durante os
primeiros seis meses de acompanhamento, 0s autores
ja puderam observar maior deposicdo 6ssea e menor
ocorréncia de fraturas nesses pacientes. Um
inconveniente para a aplicagdo venosa € a necessidade
de grandes quantidades de células por aplicagéo, visto
gue muitas se distribuem para locais distantes a lesao
principal.

CONCLUSOES

Aterapia celular com MSC é uma alternativa
terapéutica promissora, pois a diferenciacdo dessas
células em tecidos mesodermais e ndo mesodermais
amplia as possibilidades de utilizagao clinica, tanto em
humanos, quanto em animais. Além disso, as recentes
descobertas sobre 0 comportamento imunolégico das
MSC aumentaram as perspectivas terapéuticas com o
uso dessas células pela possibilidade de tratamento
alégeno. Contudo, essa possibilidade deve ser
considerada com entusiasmo e cautela, visto que os
mecanismos moleculares imunomodulatdrios utilizados
pelas MSC ainda ndo sdo totalmente compreendidos,
e a biologia das MSC ainda é uma ciéncia em formagcao.
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