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Introdugao

Células-tronco/progenitoras frequentemente ndo estdo disponiveis em quantidade su-

ficiente para restauragdo de orgaos e tecidos danificados, sendo necessaria sua expan-
sdo in vitro. Instalagoes fisicas adequadas, pessoal técnico qualificado, reagentes de
grau clinico e protocolos bem definidos de acordo com as condigdes de boas praticas
de fabricagdo sdo imprescindiveis para assegurar a qualidade e seguranca das células
infundidas no paciente. A medula dssea e o sangue de corddo umbilical ainda sdo as
fontes de células mais utilizadas em terapias. Protocolos bem sucedidos de expansdo
utilizando células-tronco hematopoéticas, células-tronco mesenquimais e células
progenitoras endoteliais ja tém sido empregados em estudos pré-clinicos e clinicos. A
escolha do tipo celular adequado deve ser direcionada pelo tamanho da lesdo ou
natureza do tecido tratado e pelo efeito terapéutico desejado. Estudos recentes tém
demonstrado que propriedades de diferentes células expandidas in vitro podem ser
combinadas para obtengdo de um resultado melhor no tratamento de algumas doen-
¢as. Células em culturas de longo termo precisam ser acompanhadas por meio de
diversas técnicas de citogenética classica e molecular para demonstrar que ndo ha
evidéncias de transformagdo espontdnea ou sinais de imortaliza¢do. Ensaios utilizan-
do a infusdo de células expandidas através da barreira alogeneica e xenogeneica,
apresentaram melhora funcional e foram alcan¢ados sem imunossupressdo e sem
evidéncias de infiltrados celulares que indicariam resposta imune. Porém, mais estu-
dos precisam ser realizados para avaliar a imunogenicidade destas células e garantir
a seguranga da terapia celular alogénica permitindo sua consolidag¢do no uso clinico.
Aqui apresentamos uma atualizagdo sobre expansdo celular associada com seu uso
clinico. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):9-14.

Palavras-chave: Células-tronco; medula ossea; corddo umbilical.

necessidades de instalagdes fisicas adequadas, pessoal
técnico qualificado com experiéncia em cultivo e protocolos

As células-tronco/progenitoras ndo estdo disponiveis,
naturalmente, em quantidade suficiente para restaura¢ao de
orgdos e tecidos danificados. Para assegurar o sucesso das
terapias regenerativas ¢ necessaria a expansao do niimero
destas células. Algumas das limita¢des ao desenvolvimento
de terapias utilizando células expandidas in vitro sdo as

bem definidos para a produgdo de células, seguindo todas as
normas internacionais de boas praticas de fabricagdo. Outra
dificuldade ¢ que a expansdo requer uma grande variedade de
reagentes, como citocinas e fatores de crescimento, que, em
sua grande maioria, ndo sdo produzidos em grau clinico. A
necessidade da substituicdo destes reagentes por similares
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de grau clinico ¢ critica para o desenvolvimento de novos
protocolos. Este procedimento visa ndo somente minimizar
os riscos de contaminag@o, mas também reduzir a chance de
desvios de protocolos e otimizar a identificagdo de proble-
mas na produgdo e melhorar o processo como um todo.!

A escolha do tipo celular adequado para a terapia ce-
lular deve ser direcionada pelo tamanho da lesdo ou nature-
za do tecido que esta sendo tratado e pelo efeito terapéutico
desejado. A expansao de células especificas visa a melhora
da eficacia da terapia celular, diminuindo a possibilidade de
expansdo inesperada, in vivo, de células ndo adequadas.
As principais fontes de células utilizadas atualmente sdo a
medula 6ssea e o sangue de corddo umbilical humano

(SCUH).
Medula 6ssea

O transplante de medula 6ssea, utilizado mais comu-
mente para recuperar a linhagem hematopoética, foi o primei-
ro tipo de transplante que abordou a terapia com células-
-tronco, e os primeiros ensaios clinicos com sucesso foram
na década de 1950.?

O uso da medula 6ssea como fonte de células, especi-
almente para terapia em cardiomiopatias, tem alguns pontos
desfavoraveis, tais como o risco em relagdo ao procedimento
da coleta, a possibilidade de formagao de trombos se induzida
a mobilizagdo no sangue periférico e a dificuldade no uso
para o tratamento da doenga isquémica aguda.’ A atividade
das células-tronco e especialmente das células progenitoras
endoteliais ¢ diminuida e o seu nimero ¢ reduzido em pacien-
tes que sofrem de doengas cardiovasculares, bem como nos
pacientes de idade avancada.**¢

Entre os pontos favoraveis ao uso da medula 6ssea,
estd a possibilidade do transplante autélogo e de ndo ha-
ver necessidade de criopreservagdo da amostra para uso
posterior, podendo-se obter uma grande quantidade de
células que, no caso dos transplantes com células-tronco
hematopoéticas, em geral, ¢ suficiente para o sucesso do
transplante.

Sangue de corddao umbilical humano

O primeiro transplante utilizando células do sangue de
corddo umbilical humano (SCUH) foi realizado em 1988 por
Gluckman e colaboradores’ para tratar uma crianga com ane-
mia de Fanconi. Até o momento, mais de 10 mil transplantes
com SCUH ja foram realizados em todo o mundo. Atualmente
existem mais de duzentos bancos publicos e privados de
SCUH no mundo, armazenando em torno de 2 milhdes de
unidades.®

Em relacdo ao SCUH tém-se como desvantagens a ne-
cessidade da criopreservagdo para um possivel uso futuro e
o niimero de cé¢lulas limitado ao volume coletado. Dentre as
vantagens, a coleta ndo envolve nenhum tipo de risco para a

mae ou para o bebé, e as células podem ser facilmente extra-
idas e criopreservadas. Em comparagdo com as células da
medula 6ssea, no SCUH existe frequentemente um niimero
maior de células-tronco por volume coletado, com alta capa-
cidade de proliferagdo,’ e as células transplantadas sdo me-
nos suscetiveis ao desencadeamento da reatividade alogé-
nica no receptor.’

Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTM) contribuem na
regeneracao de cartilagem, gordura, ossos, musculos ¢
estroma,' e a expansdo destas células, provenientes de di-
versas fontes, tem sido explorada para o uso clinico nas mais
variadas areas.'"'>!3 Porém, ndo demonstram in vivo capaci-
dade de regeneragdo ou manuten¢do de um compartimento
tecidual."* CTM proliferam em cultura aderidas ao plastico,
possuem capacidade de autorrenovagdo e podem diferenci-
ar-se in vitro em multiplas linhagens; representam uma fra-
¢do muito pequena, apenas 0,001% a 0,01% das células
nucleadas da medula 6ssea'® e 0,00003% das células nucle-
adas do SCUH." A caracterizagdo celular destas células ain-
da ndo esta totalmente definida, mas ha um consenso de que
devam ser positivas para os marcadores CD29, CD44, CD90,
CD105, CD73 e negativas para os marcadores CD34, CD45,
CDl14eCD3.11617

A utilizagdo das CTM no transplante para o tratamento
de doengas hematopoéticas malignas e ndo malignas ¢ fun-
damentada na sua aparente habilidade de modulagdo
imunolégica.

A doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) ¢
uma complicagdo pos-transplante de células-tronco hema-
topoéticas (CTH) que apresenta grande indice de mortalida-
de. As CTM dao suporte para o crescimento e diferenciagdo
de CTH no microambiente medular ¢ promovem a pega do
enxerto em modelos animais.'® Em um estudo com 55 pacien-
tes, resistentes ao tratamento com esteréides e com DECH
de graus Il a IV, realizado por Le Blanc e colaboradores, " as
CTM dos doadores, expandidas in vitro, foram infundidas
nos pacientes pos-transplante de CTH. Apds 60 meses de
acompanhamento, 39 pacientes responderam ao tratamento,
com sobrevida significativamente mais alta naqueles com res-
posta completa e sem efeitos colaterais, sugerindo que as
CTM podem suprimir a resposta das células T do doador aos
aloantigenos do receptor.

Ball e colaboradores,” em um ensaio clinico envolven-
do 14 pacientes, cotransplantaram CTM e CTH haploidén-
ticas. Cinco semanas antes do transplante de CTH, células
mononucleares foram isoladas da medula 6ssea e as CTM
foram expandidas in vitro. Comparando-se os resultados dos
pacientes que receberam a coinfusdo de células com um his-
torico de 47 pacientes (do grupo controle) nas mesmas con-
di¢des, que ndo receberam o cotransplante, verificou-se que
no grupo controle houve 15% de falha na pega do transplan-
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te e no grupo que recebeu as CTM todos os pacientes tive-
ram pega do enxerto sem nenhuma reagdo adversa, demons-
trando que as CTM possivelmente suprimem o efeito
alorreativo dos linfocitos T do hospedeiro.

A expansdo in vitro possui o risco de acumular mudan-
cas genéticas e epigenéticas na célula, o que poderia levar a
uma transformagdo celular e ao cancer.?! O cultivo de CTM
na presenca de reagentes de origem xenogeneica também
limita a utilizagdo destas células em ensaios clinicos.

O uso do soro autdlogo do paciente em substituicao
ao soro bovino fetal tem como fator limitante a quantidade
que pode ser obtida e também o fato de que a idade dos
individuos dos quais o soro foi obtido interfere na prolifera-
¢do e/ou na diferenciagdo das CTM.?? Schallmoser e colabo-
radores® demonstraram a capacidade de substituir o uso de
soro bovino fetal pelo lisado de plaquetas no cultivo de CTM.
Este procedimento previne a contaminagao das células culti-
vadas com patdgenos bovinos e a xenoimunizagao, manten-
do a capacidade de proliferacéo e diferenciacao, e assim per-
mite a utilizagdo clinica das células cultivadas em diferentes
doengas. O lisado de plaquetas ¢ obtido a partir da concen-
tracdo de dez unidades de plaquetas humanas ricas em plas-
ma. Cada unidade ¢ constituida de uma unidade de plasma
de doador do grupo AB e quatro unidades de concentrado
de plaquetas, de doadores do grupo O, previamente filtradas
para deplegao de células brancas. A lise das plaquetas se da
pelo congelamento a -30°C; a seguir o produto ¢ centrifugado
e filtrado, resultando em um volume aproximado de 2,5 a 3,0
litros, o qual ¢ aliquotado e congelado para uso posterior.

Em culturas de longo termo, CTM de camundongo acu-
mularam aberragdes cromossomicas e exibiram um fenotipo
de transformagdo maligno® e, em alguns modelos animais,
estas células levaram a formacgao de tumores in vivo.?>* CTM
derivadas do tecido adiposo demonstraram potencial de trans-
formagao espontinea apos culturas de longo termo in vitro.”’
CTM humanas originadas da medula 6ssea parecem diferir
bastante no comportamento quando comparadas as CTM de
camundongo. Bernardo e colaboradores® realizaram um es-
tudo utilizando diversas técnicas de citogenética classica e
molecular para demonstrar que ndo ha evidéncia de transfor-
macao espontanea ou sinal de imortalizagdo das CTM obti-
das da medula 6ssea de individuos saudaveis em culturas de
longo termo. A analise em diferentes pontos do cultivo que
alcangou 25 passagens, ou até a senescéncia das células,
mostrou que nado houve aparecimento de anormalidades
cromossOmicas, a atividade da telomerase e dos transcritos
do gene hTERT néo foram expressos e os teldmeros sofreram
encurtamento durante o periodo de cultivo.

Hemoangioblastos
O estabelecimento de ilhas sanguineas no saco vite-

linico marca o inicio da hematopoese e da vasculogénese no
desenvolvimento embrionario de camundongos; essas deri-

vam de agregados de células mesodermais e colonizam o
saco vitelinico pos-fecundagdo. As células centrais no inte-
rior desses agregados originam as células hematopoéticas
embrionarias, enquanto a populagao periférica se diferencia
nas células endoteliais que formam as primeiras estruturas
vasculares. %3 Esse desenvolvimento proximo entre a li-
nhagem hematopoética que origina as células do sistema
sanguineo e da linhagem endotelial leva a hipotese de que
elas derivam de um precursor ancestral comum, o hemo-
angioblasto.’*%

Em estudos in vitro identificou-se uma populagio de
precursores embrionarios com potencial para originar as li-
nhagens hematopoética e endotelial. Esses precursores de-
senvolvem-se em uma mesma célula, denominada célula for-
madora de col6nias de blastos (BL-CFC), a qual esta presen-
te logo no inicio do desenvolvimento do corpo embridide e
persiste por um curto periodo precedendo o inicio da hema-
topoese e da vasculogénese.’! As células CD133+ sdo origi-
nadas a partir da BL-CFC e preenchem muitos critérios, os
quais caracterizam os verdadeiros hemoangioblastos.

Células-tronco hematopoéticas

A expansdo de CTH in vitro envolve o cultivo das
células em suspensdo na presenga de meio e varias combi-
nagdes de citocinas e fatores de crescimento. O aumento
no numero de CTH ¢ especialmente 1util para um melhor
aproveitamento das amostras de SCUH criopreservadas. O
baixo numero de CTH obtidas se deve ao pequeno volume
de sangue coletado, o que limita sua utiliza¢@o para criangas
ou adultos de baixo peso. A expansio ex vivo de CTH do
SCUH tornaria esta importante fonte de células ttil para
aplicagdes também em adultos. Por isso, nas ultimas duas
décadas, numerosas tentativas tém sido realizadas para ex-
pandir CTH em cultura.**

Uma alternativa tem sido a realiza¢do da expansao ex
vivo utilizando-se como substrato nanofibras com grupa-
mentos amina conjugados a superficie.** As nanofibras pare-
cem prover superficies adesivas que promovem a expansao
das CTH na preseng¢a do SCF, Flt-3 ligante, TPO e IL-3. Ao
final de dez dias, os espagadores de etileno e butilieno mos-
traram alta eficiéncia de expansdo, aumentaram em 200 e 235
vezes, respectivamente, o nimero de células CD34+, CD45+
com 95% de viabilidade e foram capazes de repovoar a me-
dula de camundongos diabéticos ndo obesos ¢ com imuno-
deficiéncia severa combinada NOD/SCID.

Outro estudo recente* demonstrou que um grupo de
proteinas semelhantes a angiopoietina, especialmente a 5
(Angptls-5), e o fator de crescimento de insulina ligante da
proteina 2 (IGFBP2), quando associados a outros fatores,
podem expandir CTH derivadas do SCUH em at¢ vinte vezes
e também repovoar a medula de camundongos NOD/SCID.

A expansao in vitro de células da linhagem eritroide
pode ser uma alternativa devido a diminui¢do de doadores
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de sangue ou no caso de pacientes de grupos sanguineos
raros. Varios ensaios tém sido realizados na intengao de
produzir células vermelhas in vitro.*'** Baek e colaborado-
res® descreveram a geragdo in vitro de células eritroides
derivadas de células CD34+ de SCUH. As células mono-
nucleares foram selecionadas positivamente para o CD34+
e foram cultivadas, por uma semana, em meio livre de soro,
suplementado, acrescido de fator de crescimento de células-
tronco (SCF), interleucina 3 (IL-3) e eritropoietina (EPO) ou
SCF, IL-3 e trombopoietina (TPO) mais o FIt-3 e posterior-
mente cocultivadas com CTM derivadas do SCUH e da
medula 6ssea. Os melhores resultados foram obtidos no
meio com EPO e no cocultivo com CTM do SCUH. As células
CD34+ foram diferenciadas na linhagem eritroide e puderam
ser expandidas em larga escala, fornecendo uma base soli-
da para futuras produgdes clinicas de células vermelhas
para transfusao.

Células progenitoras endoteliais

Até recentemente acreditava-se que a angiogénese,
que ¢ a formagdo de novos vasos sanguineos, a partir da-
queles pré-existentes*** era a tnica forma de indugdo da
neovascularizagdo em tecidos isquémicos. Evidéncias suge-
rem que a vasculogénese, que implica a diferenciagao in situ
dos hemoangioblastos em células endoteliais e sua subse-
quente organizagao em redes capilares primarias, ndo ocorre
apenas no estagio embrionario. O estudo de Asahara e cola-
boradores,*® em 1997, foi fundamental para demonstrar a
vasculogénese pos-natal e a existéncia das células proge-
nitoras endoteliais (CPE).

Estratégias terapéuticas promissoras sdo baseadas no
conceito de que as CPE podem diferenciar-se em células se-
melhantes as endoteliais, contribuindo para os processos de
reparo vascular.*® Aproximadamente 0,01% das células
mononucleares da medula dssea sdo CPE,*” o nimero de CPE
no sangue periférico ¢ 500 vezes menor que na medula 0s-
sea*® e no SCUH foram encontradas 0,64% de CPE.*

Em estudo pré-clinico de Kawamoto e colaboradores,™
as CPE diferenciadas in vitro ¢ infundidas na area isquémica
de ratos com enfarte agudo do miocardio foram detectadas
na area de neovascularizagdo em estudos histologicos pos-
-eutanasia. Demonstrou-se que essas células ndo participam
apenas da indugdo de fatores paracrinos, os quais estimula-
riam a proliferagdo de células presentes in situ, mas sim fisi-
camente da reconstitui¢ao da area lesada. Estudo similar foi
realizado por Kalka e colaboradores® em um modelo de ratos
com isquemia de membro inferior, também apresentando me-
lhora nos animais que receberam as CPE expandidas.

Até o presente, o transplante de CPE derivadas do
SCUH ainda encontra-se na fase de experimentos pré-clini-
cos.> A exata populagdo de CPE (purificadas ou diferencia-
das) que seria mais adequada para o uso na terapia celular
ainda no esta definida. Em modelos animais, ambos os tipos
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tém se mostrado efetivos na melhora da neovascularizagao,
como demostrado pelos experimentos de Melero-Martin e
colaboradores.™

Estudos recentes tém demonstrado que as proprieda-
des diferentes das CTM e das CPE podem ser combinadas
para obtengdo de um resultado melhor no tratamento de
cardiomiopatias. Ensaios pré-clinicos em ratos utilizando a
coinfusdo das CTM e das CPE mostraram um aumento na
expressdo de fatores angiogénicos ¢ menor deposicdo de
colageno, poucas células em apoptose e uma melhora regio-
nal do fluxo sanguineo quando comparados ao grupo con-
trole, sugerindo que o transplante combinado destas células
deve ser considerado para melhora da fungdo cardiaca.™

Transplantes alogénicos

Tém sido relatados estudos utilizando a infusdo de CTM
através da barreira alogeneica e xenogeneica, apresentando
algum tipo de recuperacdo. Estes resultados foram alcanga-
dos sem imunossupressdao ¢ sem evidéncias de infiltrados
celulares que indicariam resposta imune.>*>6

Cho e colaboradores®” demonstraram em um experimen-
to com miniporcos, com o complexo principal de histocom-
patibilidade (CPH) definido, a imunogenicidade das CTM de
SCUH. A conclusao do estudo é que uma tnica infusdo de
células ndo compativeis para o complexo principal de histo-
compatibilidade nao induz a uma resposta imune detectavel.
No entanto, estas células sdo imunogénicas quando a infu-
sdo ¢ realizada em uma regido de inflamagao, ou sdo realiza-
das infusdes repetidas em uma mesma regido, ou ainda quan-
do estimuladas com o interferon gama (IFN-y); antes da infu-
sdo estas células sdo imunogénicas. Como algumas vezes
estratégias de terapia celular envolvem a infusao de células
em regides de inflamacdo, ou repetidas doses, estes resulta-
dos podem ter implicagdes importantes para se alcangarem
bons resultados sem efeitos deletérios. Estudos mais apro-
fundados com as CTM e outros tipos de células expandidas
em cultivo precisam ser realizados com o objetivo de garantir
a seguranca da terapia celular alogénica para que futuramen-
te seu uso clinico seja consolidado.

Abstract

Stem/progenitor cells are not frequently available in large enough
amounts to repair damaged tissues and organs and so in vitro
expansion is necessary. Appropriate facilities, qualified technicians,
clinical-grade reagents and well defined protocols relating to good
manufacturing products are essential to assure the quality and
security of the cells injected in the patient. Bone marrow and human
umbilical cord blood are still the best sources of cells for therapies.
Successful expansion protocols using hematopoietic stem cells,
mesenchymal stem cells and endothelial progenitor cells have
already been used in clinical and pre-clinical trials. Adequate cell
choice should consider the extent of injury or nature of the damaged
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tissue and the desired therapeutic effect. Recent studies have
demonstrated that properties of different in vitro expanded cells can
be combined aiming to improve the outcome of the treatment of
some diseases. Long-term cell cultures need to be followed up by
classical and molecular cytogenetic techniques to demonstrate that
there is no evidence of spontaneous transformation or signs of
immortalization. Assays using expanded cell infusions across both
xenogeneic and allogeneic transplant barriers showed functional
improvement and were achieved without immunosuppression and
without evidence of a cellular infiltrate that would indicate an immune
response. However, more research needs to be performed to
evaluate the immunogenicity of these cells and to guarantee the
safety of allogeneic cell therapy, allowing consolidation of their
clinical use. Here, we present an update regarding cellular
expansion associated with their clinical use. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2009;31(Supl. 1):9-14.

Key words: Stem cell; bone marrow; cord blood.
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