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Introducéo e Definigcao

Células-tronco sdo células indiferenciadas. Como tal, apresentam uma série de ca-
racteristicas que as tornam candidatas a utilizagdo terapéutica. As principais carac-
teristicas das células-tronco sdo a capacidade de autorrenovagdo e de se diferencia-
rem em diversos tipos celulares. Desta forma, acredita-se que células-tronco presen-
tes nos diferentes tecidos tenham papel regenerativo quando estes sofrem uma lesdo
ou injuria. Entre os tecidos conhecidos por apresentarem células-tronco apos a vida
pos-natal, a medula 6ssea foi a mais estudada, por muitos anos, como fonte tanto de
células-tronco hematopoéticas quanto de células-tronco mesenquimais, também de-
nominadas de células mesenquimais estromais da medula éssea ou células estromais
mesenquimais multipotentes. Estas células sdo um grupo de células clonogénicas,
presentes no estroma da medula dssea, que, quando submetidas a diferentes estimu-
los apropriados, sdo capazes de se diferenciarem em varias linhagens de células,
como a osteogénica, a condrogénica e a adipogénica e, possivelmente, em outros
tipos celulares ndo mesodérmicos, como células neurais ou hepatocitos. Nesta revi-
sdo, as principais caracteristicas das células-tronco mesenquimais serdo aborda-
das, incluindo os marcadores moleculares e de membrana, as caracteristicas de
divisdo e de diferenciacdo, a heterogeneidade e as aplicagoes clinicas potenciais. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):25-35.

Palavras-chave: Célula-tronco, célula-tronco mesenquimal; marcadores; diferenci-
agdo celular; aplicagdes clinicas.

quando estes sofrem uma lesdo ou injaria.>?
Entre os tecidos conhecidos por apresentarem células-

Células-tronco sao células indiferenciadas. As princi-
pais caracteristicas das células-tronco, tornando-as extrema-
mente interessantes, sdo: sua capacidade de autorrenovagao,
ou seja, sdo capazes de se multiplicar, mantendo seu estado
indiferenciado, proporcionando uma reposigao ativa de sua
populagdo de maneira constante nos tecidos; e, mais interes-
sante ainda, sua capacidade de se diferenciar em diversos
tipos celulares.' Desta forma, acredita-se que células-tronco
presentes nos diferentes tecidos tenham papel regenerativo

-tronco apos a vida pos-natal, a medula 6ssea foi a mais
estudada, por muitos anos, como fonte tanto de células-tron-
co hematopoéticas (hematopoietic stem cells — HSC), quan-
to de células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell
—MSC).

Células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6s-
sea humana (hMSC), também conhecidas como células-tron-
co esqueléticas, células estromais da medula 6ssea ou, como
recentemente sugerido pela International Society for
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Cytotherapy,*'* células estromais mesenquimais multipo-
tentes, sdo um grupo de células clonogénicas, presentes no
estroma da medula dssea, capazes de diferenciagdo em vari-
as linhagens de células do tipo mesodérmico e, possivelmen-
te, mas ainda parte de assunto controverso, em outros tipos
celulares ndo mesodérmicos, como células neurais ou hepa-
tocitos. Estas células, quando submetidas a diferentes esti-
mulos, foram descritas como capazes de diferenciagdes como
a osteogénica,™ condrogénica,” adipogénica,® neurogénica’
e cardiogénica.'” As MSCs situam-se na fra¢do estromal da
medula 6ssea, que prové um microambiente que suporta a
hematopoese. De fato, estas células fornecem o suporte do
estroma para o crescimento e diferenciagdo de células-tron-
co hematopoéticas e para a hematopoese. Constituem uma
populagdo muito pequena. Na medula adulta fresca, sdo cer-
ca de somente 0,01% a 0,0001% das células nucleadas. As
MSCs sdo uma populag@o heterogénea de células que proli-
feram, in vitro, como células aderentes ao plastico, tendo
morfologia semelhante ao fibroblasto.

A presenga de células-tronco ndo hematopoéticas na
medula 6ssea foi primeiramente sugerida pelo patologista ale-
mao Julius Clonheim, em 1867. Seu trabalho levantou a possi-
bilidade de que a medula 6ssea pudesse ser a fonte de
fibroblastos que depositam fibras colagenas como parte do
processo normal de reparo. Friedenstein, na Russia, foi o pri-
meiro pesquisador a identificar células estromais precursoras,
ha mais de 40 anos; descreveu o isolamento, na medula dssea,
de células clonogénicas aderentes ao substrato, em formato
de espicula, em culturas em monocamadas, que definiu como
unidades de colonias formadoras de fibroblastos (CFU-Fs).
As células aderentes eram heterogéneas e ficavam inativas
por dois a quatro dias, ¢ ai comec¢avam a proliferar rapidamen-
te. Apos varias passagens em cultura, as células aderentes se
tornavam mais homogeneamente fibroblastoides na aparén-
cia. Estas células sdo agora denominadas de células-tronco
mesenquimais, pela habilidade em se diferenciarem em células
do tipo mesenquimal, ou células estromais da medula, por-
que parecem originar-se do complexo de estruturas de su-
porte encontrado na medula. As observagdes iniciais de
Friedenstein serviram de base para estudos posteriores, como
os de Owen, na Gra-Bretanha, mostrando que as células
estromais da medula 6ssea sdo os precursores comuns dos
tecidos mesenquimais. Como resultado da capacidade de
autorrenovagao e diferenciacdo, as células estromais de me-
dula 6ssea foram consideradas células-tronco por Caplan e
denominadas de células-tronco mesenquimais.

As células estromais da medula 6ssea sdo raras e hete-
rogéneas, como visto, sendo uma mistura de progenitores
em diferentes estagios de comprometimento com a linhagem
mesodérmica; somente uma pequena quantidade tem capaci-
dade multipotencial e de autorrenovagio. Aceita-se que a
maior parte das células estromais progenitoras derivadas da
medula dssea possa ser considerada, apos a proliferagéo in
vitro, como sendo MSCs. Sdo células multipotentes, ou seja,
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células que ja se diferenciaram em dire¢do a uma linhagem
celular mais especifica, embora possam se diferenciar em al-
guns tipos celulares distintos de diferentes tecidos, porém
relacionados."!

Como veremos, as MSCs podem ser encontradas nao
somente na medula 6ssea, mas também nos tecidos mesen-
quimais presentes em todos os o6rgdos do corpo; fornecem
suporte estrutural, além de regular a passagem de células
através dos tecidos. Sao capazes de expressar os marcadores
de indiferencia¢do OCT-4, NANOG e SSAE 3/4.!2 Células-
-tronco mesenquimais, embora possuam uma capacidade de
diferenciagdo mais limitada que as células-tronco embriona-
rias, apresentam grandes vantagens, levando-se em conta a
facilidade de isolamento destas células, sua capacidade de
propagacdo em cultura, e de ndo serem imunogénicas, po-
dendo ser teoricamente empregadas em transplantes
alogénicos."

O proposito desta revisdo é prover uma atualizagdo
relacionada a biologia das MSCs e aos desafios que cercam
seu uso terapéutico.

Marcadores de MSC

Segundo a International Society for Cellular Therapy,
sdo trés os requerimentos minimos para uma populacao de
células ser classificada como MSC. A primeira é que MSCs
sdo isoladas de uma populagdo de células mononucleares
com base a sua aderéncia seletiva, em cultura, a superficie do
plastico, comparado, no caso da medula dssea, as células
hematopocéticas; de qualquer modo, uma desvantagem deste
método ¢ uma possivel contaminag@o por cé¢lulas hemato-
poéticas e a heterogeneidade celular com relagao ao potenci-
al de diferenciagdo. A segunda ¢ que as expressdes de CD105,
CD73 e CD90 estejam presentes, e que CD34, CD45, CD14, ou
CD11b,CD79,0uCD19 e HLA-DR nio sejam expressos em
mais de 95% das células em cultura. Por fim, que as células
possam ser diferenciadas em osso, gordura ¢ cartilagem.'*

Um grande problema na caracterizagao das MSCs € que
ndo ha um marcador positivo definido e definitivo para elas.
Ha uma gama ampla de marcadores positivos descritos, mas
cada grupo de investigadores usa diferentes marcadores,
nenhum deles especifico ou exclusivo. Talvez as diferengas
entre os estudos possam ser atribuidas a variagdes nos mé-
todos de cultura ou ao estagio de diferenciag@o das células.
De qualquer modo, sem marcadores definidos, os estudos in
vivo das linhagens celulares tornam-se muito dificeis.

Ha um consenso geral que MCSs humanas adultas de
medula ¢ssea ndo expressam os marcadores hematopoéticos
CD45 (marcador de todas as células hematopoéticas), CD34
(um marcador de célula-tronco hematopoética primitiva, rara-
mente expressa em MSCs humanas, apesar de ser positiva em
camundongos), e CD14. Nao expressam CD11b (um marcador
de célula imune) e glicoforina-A (marcador de linhagem
eritroide). CD117 (um marcador de célula-tronco progenitora
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hematopoética) estd quase sempre ausente de MSCs huma-
nas. Nao expressam as moléculas coestimulatorias CD80,
CD86 e CDA40, ou as moléculas de adesdo CD31 (PECAM-1,
expresso em células endoteliais e hematopoéticas), CD18
(LCAMB), CD56 (NCAM-1). Expressam niveis variaveis de
CD105 (endoglina), CD73 (ecto-5'"-nucleotidase), CD44, CD90
(Thy-1), CD71 (receptor de transferrina), gangliosideo GD2 e
CD271 (receptor do fator de crescimento nervoso de baixa
afinidade), que sdo reconhecidos pelo anticorpo monoclonal
Stro-1, assim como as moléculas de adesdo CD106 (VCAM-1),
ALCAM, ICAM-1 e CD29. Estes sao alguns dos marcadores
expressos ou ndo descritos por diferentes grupos.'

Stro-1¢ o marcador de MSC mais conhecido. A popula-
¢ao de células negativas para Stro-1 ndo ¢ capaz de formar
colonias. Seleg@o negativa contra glicoforina-A, juntamente
com selegdo de células fortemente positivas para Stro-1 au-
menta o numero de CFU-Fs de células de medula 6ssea numa
frequénciade 1 acada 10.Ja o CD106 ¢ identificado em cerca
de 2% das células Stro-1-positivas, aumentando a frequéncia
de CFU-Fs a 1 em cada 3. Entretanto, Stro-1 ndo é um
marcador geral de MSCs, pois ndo ¢ exclusivo de MSCs ¢
sua expressao ¢ gradativamente perdida durante a expansao
em cultura, limitando o seu uso no isolamento de MSC ou
sua identificagdo nas passagens iniciais. Talvez, porém, com-
binagdes como Stro-1 ¢ CD106 poderiam constituir bons
marcadores para a identificagdo de MSCs humanas.'

Células precursoras mesenquimais foram descritas no
sangue de individuos normais, e estas expressam muitos
dos mesmos marcadores das MSCs da medula, assim como
a capacidade de diferenciagdo em células adiposas e osteo-
blasticas. Entretanto, parece haver uma populagao separa-
da de células fibroblastoides, que sdo células precursoras
mesenquimais circulantes no sangue, que podem migrar aos
tecidos.

A expressao variavel de muitos dos marcadores de li-
nhagem pode ser devida ndo somente aos diferentes méto-
dos de isolamento celular e caracteristicas da cultura, mas
também a variag@o na origem do tecido e as diferentes espé-
cies. Por exemplo, o tecido adiposo humano ¢ uma fonte de
células-tronco multipotentes que podem diferenciar-se em
varias linhagens mesenquimais in vitro. Mas, ha algumas
diferencas na expressao de marcadores particulares: expres-
sam CD49d, o que ndo ocorre com as MSCs de medula 6ssea,
enquanto estas expressam CD106, mas ndo as de tecido
adiposo. CD106, nas MSCs de medula, tem sido associado
funcionalmente a hematopoese; assim, a falta de sua expres-
sdo nas MSCs de tecido adiposo ¢é consistente com a locali-
zagdo destas células em tecido ndo-hematopoético."

Estes exemplos ilustram que as células precursoras
mesenquimais sdo fenotipicamente heterogéneas e que a re-
lagdo, semelhangas e diferengas entre as MSCs tradicionais
de medula dssea e outras células semelhantes as MSCs, da
propria medula ou de outros tecidos, ainda necessitam ser
elucidadas.

Caracteristicas das MSCs in vitro

As MSCs podem ser isoladas por varios métodos, sen-
do o mais frequente o gradiente de densidade para obtengdo
de células mononucleares. As células mononucleares isola-
das sdo cultivadas com meio contendo soro fetal, sendo que
as MSCs aderem ao plastico. Algumas células da linhagem
hematopoética também podem aderir, mas, com o tempo, com
as varias trocas do meio de cultura, sdo removidas. Portanto,
enquanto este procedimento elimina a maior parte das células
contaminantes, a heterogeneidade remanescente da cultura
diminui progressivamente com as diversas passagens e, apos
determinado niimero delas, a cultura torna-se enriquecida
pela fragdo que se autorrenova, as MSCs. As MSCs sdo
fibroblastoides, com formato fusiforme.

Ap6s um /lag inicial, as células se dividem rapidamente.
Durante seu crescimento inicial in vitro, formam coldnias
denominadas, em analogia com as cé€lulas-tronco hemato-
poéticas, de colonia formadora de unidades de fibroblastos
(CFU-{). Apesar de ndo serem imortais, as MSCs tém a capa-
cidade de se expandir numerosas vezes em cultura, manten-
do seu potencial de crescimento e pluripotencialidade, com
um tempo de duplicacdo que depende do doador do qual as
células foram obtidas e da densidade de plaqueamento inici-
al. De fato, a densidade de semeadura é um parametro critico
para assegurar uma boa taxa de expansao e a manutengdo do
potencial de diferenciagdo das MSCs. Alguns pesquisado-
res demonstraram que, para algumas culturas, ha necessida-
de de inicia-las com uma densidade muito baixa.

Estas células apresentam inibi¢ao do crescimento ao
atingir a confluéncia, levando a necessidade de varias pas-
sagens sucessivas para se obterem grandes quantidades de
MSCs altamente enriquecidas, com auséncia de outros tipos
celulares. Porém, se mais passagens sdo necessarias, isto
pode alterar a qualidade das MSCs. Em humanos, apds as
primeiras trés semanas de inicio da cultura, e cercade 12a 15
duplicagdes, passagens sucessivas levam a diminui¢@o das
taxas de proliferagdo celular, e as células progressivamente
mostram perda da multipotencialidade. Estas alteragdes sao
mais pronunciadas quando se utiliza material de origem adul-
ta do que as células derivadas de criangas.

O comprometimento das MSCs em uma dada linha-
gem especifica ¢ enormemente influenciada, in vitro, pelas
condicdes de cultura, especialmente fatores de crescimen-
to, como veremos mais adiante. Ha graus diversos de
heterogeneidade nas culturas, apos isolamento e purifica-
¢do; ocasionalmente encontram-se células arredondadas,
pequenas, no meio das fibroblastoides. Esta diversidade
levanta a quest@o sobre o que as MSCs realmente repre-
sentam: células do estroma da medula 6ssea? Células capa-
zes de formar tecido mesodérmico? Células capazes de for-
mar outros tecidos? Todos estes tipos celulares? Em tese,
na auséncia de marcadores especificos, as MSCs podem
incorporar um numero de diferentes populacdes celulares,
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todas potencialmente variaveis em suas caracteristicas
fenotipicas e de crescimento, sendo a diferenciagdo mesen-
quimal um denominador comum.

Diferenciacao das MSCs

A diferenciagdo celular ocorre normalmente ja no te-
ro materno nos primeiros estagios da gravidez, em um pro-
cesso conhecido como organogénese.!” Sao varios os pro-
cessos envolvidos na diferenciagao celular, mas existem trés
principais:

a) Interagdo célula-célula: faz com que células muito
proximas umas das outras passem a secretar substancias que
irdo fornecer um ambiente propicio a diferenciagdo, como o
que ocorre durante o processo de gastrulagdo na embrio-
génese, onde as células se diferenciam para formar os trés
folhetos embrionarios que dardo origem aos diferentes or-
gdos do corpo.'

b)  Divisdo celular: as células podem se dividir de
duas formas distintas. Na divisdo simétrica, uma célula da
origem a duas células-filhas que sdo idénticas entre si e exa-
tamente iguais a célula-mae. Neste caso nao ocorre diferenci-
acgdo. Porém, na divisdo assimétrica, a distribuigdo dos com-
ponentes celulares no momento da citocinese ocorre de for-
ma desigual. Sendo assim, as células formadas sao diferen-
tes entre si, podendo uma delas ser igual ou diferente da
célula-mae e, desta forma, participar da formacao de diferen-
tes tecidos."

¢) Regulagdo génica: existem muitos processos en-
volvidos na regulagdo génica. Nao discutiremos aqui muta-
¢Oes que interferem na expressdo génica, uma vez que estamos
falando de processos de diferenciagéo que ocorrem em células
normais, embora este ndo seja um fator a ser desprezado. Os
dois processos principais na regulagdo génica envolvem a
acetilagdo da cromatina, que ¢ responsavel pela diferenga
entre heterocromatina — onde os genes encontram-se "es-
condidos" e, portanto, inativos, devido a formacdo dos
nucleossomos ¢ superenrolamento observado em determi-
nadas regides do genoma; e eucromatina — que € a regido do
genoma que se encontra geneticamente ativa, ou seja, 0s
genes desta regido do genoma estdo sendo expressos. Este
processo ¢ regulado basicamente por duas enzimas: a histona-
acetil-transferase, que promove a acetilagéo e, portanto, o
desligamento do gene, ¢ a histina-desacetilase, que remove
os grupos acetila e tornam, assim, os genes ativos. Acredita-
se ainda que pequenas sequéncias de RNA de interferéncia
pudessem atuar de maneira a sinalizar quais regides do
genoma seriam acetiladas ou ndo.* O outro processo envol-
vido na regulag@o génica ¢ o da metilagdo de determinadas
sequéncias génicas, principalmente as regides promotoras
que fazem com que o gene regulado por elas ndo seja expres-
so quando esta se encontrar metilada. Células diferentes ex-
pressam diferentes proteinas, o que as tornam distintas umas
das outras.”!
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MSCs sao capazes de formar osteoblastos, condrocitos
e adipocitos in vitro e in vivo. Em adi¢o a identificag@o das
MSCs baseadas em suas caracteristicas morfologicas ou
fenotipicas, a habilidade de células clonais expandidas em
formar estes trés tipos celulares distintos € o Unico critério
funcional disponivel para identificar MSCs genuinas e
distingui-las de preosteoblastos, preadipocitos ou precon-
drocitos, que dao origem a somente um tipo celular.

Varios estudos mostraram que as células precursoras
estromais multipotenciais podem também diferenciar-se em
linhagens germinativas ndo relacionadas, num processo de-
nominado de transdiferenciagdo. Assim, MSCs podem dife-
renciar-se em células da linhagem mesodérmica, como 0sso,
gordura e cartilagem, mas também teriam o potencial de dife-
rencia¢do endodérmico e neuroectodérmico.'® Apesar das
MSC:s adultas serem consideradas comumente como de ori-
gem mesodérmica, MSCs embrionarias derivam do neuro-
epitélio e da crista neural. De fato, células estromais deriva-
das da medula 6ssea ndo constituem uma populagdo homo-
génea.l’

MSCs também sao capazes de se diferenciar in vitro,
sob condigdes apropriadas, em outras linhagens celulares,
como tenocitos e células do mesoderma visceral (células
endoteliais). Apesar de controverso, MSCs sdo relatadas
como podendo se diferenciar em midcitos esqueléticos e
cardiomidcitos e mesmo em células de origem ndo meso-
dérmica, como hepatdcitos, células produtoras de insulina, e
neuronios.

Diversos fatores, como métodos de isolamento, tipo de
superficie da cultura, meio de cultura, densidade de semea-
dura, tratamento com diferentes fatores de crescimento e pro-
dutos quimicos, afetam ndo somente a expansao e proprieda-
des imunogénicas das MSCs, mas também a diferenciagao.
Idade do doador de células, ou presenga, ou estagio de do-
enca também podem influenciar.

Varios sao os sinais quimicos e/ou bioldgicos que atu-
am como indutores da diferencia¢cdo de MSCs. Fatores como
TGF- B (o mais potente deles), IGF-1, bFGF, EGF, PDGF,
Wnt, ascorbato estimulam o potencial de diferenciagdo das
MSCs em condrécitos.” Varias vias de sinalizagao intracelu-
lares, como MAPK e Smads, sdo ativadas, induzindo varios
fatores de transcri¢ao (SOX9,S0X5,S0X6), levando a pro-
dugdo de proteinas de matriz celular, incluindo colageno tipo
II, agrecan, requeridos para a formacéo de cartilagem.

BFGF ou Wnt podem estimular o potencial de diferen-
ciagdo osteogénico ou neural. O meio suplementado com
1,25-diidroxivitamina D3, 2-fosfato-ascorbato e B-glicero-
fosfato pode induzir a diferenciagao osteogénica.’ VEGF, por
sua vez, estimula o potencial de diferencia¢do endotelial.
Dexametasona, juntamente com isobutil-metilxantina, insuli-
na e indometacina, estimulam o potencial adipogénico;?
vactolos ricos em lipides, detectaveis por coloragdo com oi/
red O, acumulam-se no interior das células, que passam a
expressar PPAR- 2. Meios com baixa concentragao de soro
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contendo dimetil-sulféxido (DMSO) induzem a diferenciagdo
em células semelhantes a neurdnios.’ 5-azacitidina, anfo-
tericina B e hidrocortisona'® diferenciam as MSCs em mio-
blastos, em algumas situagdes sdo capazes de se fundir em
miotubulos e exibir batidas ritmicas. Nicotinamida e [3-
mercaptoetanol induzem diferenciagdo de MSCs de ratos em
células [ de ilhotas pancreaticas.

Com base nas informagodes fornecidas por diversos
estudos foi proposto o seguinte modelo de regulagao da
diferenciag@o celular. A principio as células poderiam ser di-
vididas em dois grandes grupos: células-tronco e células
"comprometidas". Nesta proposta, as células-tronco estari-
am sujeitas a modificagdes transcripcionais gerando células
precursoras sem modificagdes significativas em seu fenotipo
ou capacidade de autorrenovacdo. Quando submetidas a
estimulos especificos, MSCs sofrem divisdo celular assi-
métrica, dando origem a uma célula que mantém a multi-
poténcia da célula-mae e a outra apresentando uma capaci-
dade mais restrita de diferenciag@o, tornando-se tripotente
(da origem a trés diferentes tipos celulares) ou bipotente (dois
tipos celulares). A partir deste momento, embora algumas
células possam preservar similaridades morfologicas com as
células multipotentes, apresentam diferengas na expressao
génica. Quando uma célula torna-se unipotente, ela possui
propriedades especificas da linhagem final com produtos
especificos e morfologia bem caracteristica.

A diferenciagdo de MSCs pode ocorrer in loco, ou seja,
MSC:s sdo aplicadas no local da lesdo e, a partir dai, estardo
expostas aos estimulos locais que levariam a diferenciagdo
celular, como ja relatado em estudos em animais, principal-
mente nos estudos de reparo cardiaco apods infarto de
miocardio.”*? A diferenciacdo que ocorre, porém, ¢ muito
pouco controlada e os estudos em longo prazo mostraram
que, com o passar do tempo, os individuos submetidos a
experimentos nos quais as MSCs eram injetadas na circula-
¢do apresentavam arritmia cardiaca.”

O mecanismo completo da diferenciagao celular ainda
ndo esta definido'? e para um melhor entendimento seria
necessario responder a intimeras questdes. Como sdo os
processos de diferenciagdo in vivo? Existe uma via regu-
latéria comum que atua como um interruptor unico e que
pode ser manipulado para promover a diferenciagdao de
células-tronco? Como células progenitoras e precursoras
diferenciam-se seletivamente em um tipo celular e ndo ou-
tro? Células precursoras podem ser predeterminadas a
desdiferenciar e mudar seu "comprometimento" e fenotipo?
Sera que células totalmente diferenciadas retém sua multi-
potencialidade?

Heterogeneidade e outras fontes de MSC ou
células semelhantes as MSCs

Desde a primeira descrigao das CFU-F, a principal fonte
de MSCs permanece a medula dssea. A idade do doador ¢
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importante, e a medula dssea de criangas contém uma maior
concentra¢do de CFU-F do que a de adultos. A quantidade
de MSCs neste tecido varia, principalmente com a idade;
assim, na medula 6ssea fetal existem 25 vezes mais MSCs do
que na medula de uma pessoa adulta.”

Apesar de terem sido originalmente isoladas da medula
0ssea,?® MSCs e células semelhantes as MSCs tém sido ob-
tidas de varias outras fontes potenciais. O sangue de corddo
umbilical é uma delas.?”-*® Em todo o mundo, bancos de san-
gue de cordao sao formados e poderiam e deveriam ser utili-
zados para a obtencao de material celular. O sangue de cor-
dao umbilical, na realidade, € o sangue fetal que fica retido na
placenta no momento do nascimento, no qual ¢ interrompida
a circulacdo materno-fetal. Estudos mostram que as MSCs
presentes no sangue de corddo sdo similares aquelas obti-
das a partir de medula d6ssea no que diz respeito ao perfil
morfologico e imunofenotipico e ao potencial de diferencia-
¢80.” No proprio corddo, a geléia de Wharton seria outra
fonte importante de MSCs.

Estudos em animais e em doadores de sangue huma-
nos mostraram ser possivel isolar células com capacidade de
diferenciag@o osteogénica e adipogénica na auséncia de tra-
tamento para a mobilizagao de células da medula 6ssea para
o sangue periférico.”** Os resultados mostraram que o ni-
mero de células formadoras de colonia com morfologia simi-
lar a fibroblastos pode variar bastante de animal para animal
e entre os doadores. O perfil fenotipico destas células ja apre-
senta a expressdo de alguns marcadores osteogénicos,
condrogénicos e miogénicos, mas nao de células-tronco
hematopoéticas e endoteliais. De maneira geral, este perfil
era muito similar entre as espécies estudadas e parecidas
com as de células estromais de medula.*

Em anos recentes, MSCs e células semelhantes as
MSCs foram identificadas em varios outros tecidos, além
da medula 6ssea e sangue, tanto no individuo adulto (teci-
do adiposo, pericitos, pele — incluindo a derme — trabéculas
oOsseas, periosteo, dente decidual, cartilagem articular, mem-
brana sinovial, fluido sinovial, misculo esquelético), como
no feto (liquido amnidtico, placenta, figado, bago, timo,
pulmaio). De fato, foi sugerido que células com caracteristi-
cas de células-tronco mesenquimais existem em virtualmen-
te todos os oOrgdos e tecidos pods-natais.’'3® Tanto células
da placenta a termo quanto de bidpsias de vilo coridnico
permitem o isolamento de células de origem fetal e/ou ma-
terna, que sdo prontamente propagadas em cultura e apre-
sentam potencial de diferenciagdo para diferentes tipos ce-
lulares.**** Também foram isoladas MSCs em tecidos doen-
tes, como articulagdes com artrite reumatoide, sendo que
estas células expressam receptores de proteinas morfo-
genéticos de 0sso."

MSCs isoladas de diferentes tecidos mostram carac-
teristicas fenotipicas similares. Entretanto, apresentam di-
ferentes propensdes para proliferar e diferenciar em resposta
aos mesmos estimulos com varios fatores de crescimento.
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Assim, ndo esta claro se estas células sdo as mesmas MSCs,
apesar de existirem evidéncias de que o nicho perivascular ¢
um microambiente comum as MSCs residentes de diferentes
tecidos. Apesar de células-tronco especificas de diferentes
tecidos variarem no fenotipo, na morfologia, no potencial de
proliferagdo e na capacidade de diferenciagdo, por apresen-
tarem muitas caracteristicas comuns atribuidas a contraparte
presente na medula 0ssea, sugere-se que ontogeneticamente
seriam similares. 316

Aplicagoes clinicas das MSCs

As células-tronco apresentam um potencial muito gran-
de no tratamento de diversas doengas. Porém, estes estudos
estdo apenas no inicio e, embora ja se tenham alguns resulta-
dos altamente promissores, ¢ necessario ter em mente que
muito pouco se sabe a respeito dos efeitos em longo prazo
deste tipo de terapia. Mais ainda, da mesma forma que paci-
entes reagem de forma diferente a medicamentos, esta tera-
pia pode ser util para certo nimero de individuos, enquanto
para outros pode ndo ter efeito nenhum.*? Sendo assim, mui-
tos estudos ainda devem ser realizados.

A grande capacidade de potencial de diferenciagdo das
MSCs, a possibilidade de enxerto, seus efeitos imunos-
supressores ¢ sua expansao em cultura levaram ao aumento
do interesse clinico relativo ao uso destas células, através de
infusdo intravenosa ou administracdo dirigida ao local de
interesse, em numerosas situagoes patoldgicas. No caso de
estudos utilizando MSCs em ensaios clinicos, bilhdes de
MSCs isoladas ou ligadas a biomateriais, sdo necessarias. A
producdo de MSCs para este proposito necessita da obser-
vagao ¢ aderéncia as boas praticas de manufatura, para asse-
gurar a liberac¢@o do "medicamento celular" de modo seguro,
reprodutivel e eficiente. Entretanto, ndo existem padrdes para
esta finalidade em ensaios clinicos. Todas as etapas do pro-
cesso necessitam ainda ser definidas, a saber: material utili-
zado (doador, tecido original, procedimentos de coleta, de
enriquecimento do meio, de separagdo); processamento da
cultura (densidade celular, nimero de passagens, meio de
cultura); aparelhos para cultura (qual o melhor sistema fe-
chado; utilizacdo de métodos analiticos para deteccao de
compostos ativos indesejaveis e impurezas); controle de
qualidade (condigdes de elegibilidade do doador, padrdes
para o fendtipo e potencial funcional, determinagao da segu-
ranca microbiologica; verificagao da auséncia de transforma-
¢éo durante o processo de cultura).”

Apesar destas consideragdes e da necessidade de mais
conhecimentos basicos para melhor compreender os proces-
sos envolvidos na manutengdo destas células-tronco e nas
diferenciagdes celulares, muito ja tem sido estudado quanto
a suas possiveis aplicagdes. Uma das areas da medicina em
que as células-tronco tém sido empregadas ¢ a cardiologia. A
doenga coronariana e a insuficiéncia cardiaca sdo responsa-
veis pelo maior indice de morbidade na sociedade ocidental,
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com alta taxa de mortalidade.”> Sdo varias as doengas que
podem afetar o bom funcionamento do musculo cardiaco:
coronariopatias,* infarto do miocardio,*** doenca de Cha-
gas, outras miocardiopatias.’’ Varias linhagens celulares
como células-tronco embrionarias, células nucleadas da me-
dula 6ssea, mioblastos, progenitores endoteliais ¢ mesen-
quimais e células-tronco cardiacas foram utilizadas com vari-
ada eficacia e seguranga nos ensaios pré-clinicos e clinicos,
no tratamento de infarto agudo do miocardio e insuficiéncia
cardiaca cronica,’> mostrando melhora da fungao cardiaca
apos a terapia celular.”® Porém, alguns experimentos mostram
a inabilidade em formar cardiomidcitos e estabelecer jungdes
de condugao do estimulo elétrico, podendo haver a possibi-
lidade de taquicardia ventricular por reentrada.>*

Na ortopedia, o principal alvo terapéutico € a osteo-
porose. As células-tronco seriam utilizadas para repovoar o
0sso com células novas e mais funcionais.’*>’ Em lesdes ar-
ticulares com perda ou deformagao de discos cartilaginosos,
os estudos mostram melhora das articulagdes pela infusdo
de condrocitos ou, ainda, pela reconstrugdo in vitro com a
utilizag@o de scafolds.™®

Apesar das evidéncias de que MSCs podem transdife-
renciar em multiplos tipos celulares, in vivo, a real contribui-
cdo das MSCs ao reparo tecidual ndo ¢ claro. A falta de
transdiferenciagdo consistente in vivo pode ser resultado do
numero limitado de células precursoras mesenquimais deri-
vadas de linhagens embrionarias ndo mesodérmicas, como
recentemente indicado pela diminuicdo rapida no niimero de
MSCs de origem neuroepitelial na medula 6ssea adulta. Pode
ser que, na vida pos-natal, a importancia relativa das MSCs
provenientes de outras origens embrionarias diminua pelo
aumento da importancia das MSCs mesodérmicas. Assim,
apesar de ter sido proposto que as MScs poderiam ser utili-
zadas para regeneragdo em qualquer tecido, as evidéncias
demonstram que o uso destas células na reconstrugao exclu-
sivamente através de mecanismos de diferenciacao serviria
somente para o reparo 0sseo.

Como na ortopedia, as células-tronco seriam utilizadas
na reumatologia para ajudar o organismo a desenvolver nova
cartilagem em doengas como lipus eritematoso sist€émico ou
artrite reumatoide, para o restabelecimento das fung¢des nor-
mais dos tecidos afetados.>*

Na neurologia, as propostas sdo varias. Uma ¢ o reparo
de danos na medula espinal através da reposicao das células
neurais, revertendo quadros de paralisia. Caso ocorra im-
plantacdo destas células-tronco, com diferenciagdo em
neurdnios motores, seria possivel obter a reversao do qua-
dro de paralisia.®’ Outra doenga neuroldgica é o acidente
vascular cerebral, que, dependendo da dimensao da area ce-
rebral atingida e do tipo de les@o, hemorragica ou isquémica,
também pode levar a uma paralisia incapacitante, geralmente
uma hemiplegia. As células-tronco seriam infundidas na area
da lesdo no cérebro levando a um repovoamento do tecido
necrosado e possivel melhora na incapacitagdo motora.®*
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Na esclerose lateral amiotrofica, para a geragdo de um novo
tecido neural ao longo da medula espinhal.*** Na doenca de
Parkinson, doenga neurodegenerativa causada pela degene-
ragdo progressiva e perda dos neurdnios produtores de dopa-
mina, levando ao aparecimento do tremor caracteristico da
doenga, rigidez e diminuigdo anormal da mobilidade,® a tera-
pia celular seria indicada para reposi¢do destes neuronios
produtores de dopamina, o que levaria a uma melhora do
quadro geral da doenga, tornando-a menos incapacitante.*”
Em outra doenga neurodegenerativa, a doenga de Alzheimer,
as células-tronco poderiam tornar-se parte da cura pela repo-
sicdo de células cerebrais.”

Na endocrinologia, o principal alvo de estudos ¢ a dia-
betes. Em alguns tipos de diabetes ndo seria indicada a utili-
zacao de células-tronco, como nos consequentes a obesida-
de. Porém, quando a diabetes ocorre devido a falta de insuli-
na, a terapia celular, através do fornecimento de novas células
produtoras de insulina, poderia ser a solu¢ao.”®”!

Na oftalmologia, a terapia celular seria de utilidade nos
casos de cegueira, dependendo da avaliacdo do que levou a
este quadro; haveria a possibilidade de reparo quer do nervo
otico quer das células da retina.” Outra area que vem sendo
estudada ¢ a recuperagdo da cornea com células-tronco com
capacidade de diferenciacdo em queratinocitos e condro-
citos.”

Em urologia e nefrologia, a terapia celular seria utilizada
no tratamento da insuficiéncia renal aguda com perda ou
disfuncdo das células epiteliais dos tibulos renais,”* cuja
proposta seria o repovoamento da area afetada pelas células
remanescentes, que apresentam alta capacidade proliferativa.

Na pneumologia, um dos interesses € o tratamento da
fibrose cistica, onde uma alteracao na molécula de CFTR (re-
gulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica)
provoca um aciimulo de muco no pulmao, dificultando o fun-
cionamento pulmonar. O transplante de células-tronco seria
eficiente, nestes casos, assim como na asma, por criar um
ambiente anti-inflamatorio no pulmao, além de promover cres-
cimento de novo tecido pulmonar.”

Na ginecologia, as células-tronco apresentam duas are-
as de interesse. Os carcinomas ovarianos podem ser sensi-
veis a quimioterapia. Ensaios clinicos utilizando quimioterapia
associada ao resgate da medula dssea por transplante de
células-tronco hematopoéticas foram realizados com respos-
ta satisfatoria. Alguns trabalhos ainda demonstram a utiliza-
¢do das cé¢lulas-tronco hematopoéticas de sangue de cordao
umbilical no tratamento dos tumores so6lidos do ovario e da
mama.’®”” Outra area de interesse, em ginecologia, esta rela-
cionada com o fato bem conhecido de que a unidade feto-
placentaria e o organismo materno se comunicam principal-
mente através da producdo de compostos bioquimicos e
hormonais. De fato, as necessidades metabolicas e vitais do
feto sdo transmitidas para a mae através de um didlogo com a
utilizacdo destes compostos, que sdo produzidos pelo feto
com a mediagdo da placenta. Atualmente, sabemos que o
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transporte materno-fetal também inclui células que podem
ser Uteis para o diagnostico genético pré-natal ndo invasivo
de doengas fetais.”®” Ja foi demonstrado que o transito des-
tas células entre feto e mae tanto pode ser maléfico, pois ja
foi sugerido que doengas autoimunes em mulheres podem
ser devidas a presenga ¢ manutencdo por longos periodos
de células fetais no organismo materno, como benéfico, pois
ja se demonstrou que células-tronco fetais podem alcangar a
circulacdo materna e se diferenciar em foliculo tireoide madu-
ro no interior de adenoma tireoidiano.”

Na dermatologia, as células-tronco t€m sido avaliadas
na reposigao epitelial de areas de queimadura, na cicatriza-
¢do de feridas cronicas ¢ no tratamento do vitiligo, entre
outros.f0#!

Um dos principais alvos de pesquisas, ja em desenvol-
vimento, com células-tronco encontra-se na area de oncologia
e, principalmente a onco-hematologia.® A utilizagao de
células-tronco, nestes casos, estaria relacionada com a re-
construgdo dos tecidos. Dentre os muitos protocolos de pes-
quisa cadastrados no FDA americano, a grande maioria esta
relacionada com canceres hematologicos, provavelmente
porque grande parte dos estudos com células-tronco era, até
bem pouco tempo, realizado com células originarias de me-
dula dssea; portanto, células-tronco adultas que se acredita-
va terem uma capacidade limitada de diferenciagdo em outros
tipos celulares. Dos protocolos de pesquisa cadastrados no
FDA e que participam do banco de dados disponibilizado
pelo NIH, 76,1% deles estdo relacionados com cancer, ¢ des-
tes, 70% sdo hematolégicos. Dos protocolos que definem o
numero de individuos a participarem do estudo, foi possivel
verificar que a grande maioria participa das pesquisas envol-
vendo o estudo das células-tronco em cancer (85,5% dos
individuos).® As aplicac¢des clinicas de células tronco/proge-
nitoras CD34+ consistem em transplante tanto alogénico
(malignidades hematopoéticas, imunodeficiéncias, aplasia de
medula 6ssea, doengas do metabolismo, hemoglobinopatias)
como autdlogo (leucemias agudas, mielomas, linfomas, can-
cer de mama e de ovario, tumor de célula germinativa, doen-
¢as autoimunes).?!

As MSCs tém também atuacdo na imunidade. As
células-tronco mesenquimais tém a¢des imunorregulatorias
e interagem com todas as células envolvidas na resposta
imune. Diferentes moléculas ou citocinas estdo envolvidas
nesta acdo imunorregulatoria. Muitos relatos descrevem as
MSCs como tendo propriedades imunossupressoras, atra-
vés da modulagdo de muitas fungdes da célula T, incluindo a
sua ativagao e que, in vitro, as MSCs sdo capazes de inibir a
proliferagdo, diferenciagdo e quimiotaxia de células B.”> De
fato, o fenotipo imune das MSCs (descrito como MHC I+,
MHC 1II-, CD40-, CD80-, CD86-) ¢ avaliado como nio
imunogénico e que o transplante em um hospedeiro alogénico
ndo requereria imunossupressdo. MHCs classe I poderiam
ativar as células T mas, com a auséncia de moléculas coesti-
mulatérias, ndo haveria um sinal secundario, deixando as
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células T anérgicas. Além disso, a importancia farmacologica
destas células envolve a capacidade de secretar moléculas
biologicamente importantes, expressar receptores especifi-
cos, permitir manipula¢do genética e serem suscetiveis a
moléculas que modificam o seu comportamento natural.”
Este enfoque também pode ser utilizado no tratamento das
imunodeficiéncias, tanto a primaria como a imunodeficiéncia
combinada severa.®#5%4

Consideragoées finais

MSCs possuem um potencial de diferenciagdo multi-
linhagem e podem ser dirigidas para crescerem e se diferenci-
arem em linhagens celulares especificas em certas condi¢des
de microambiente. Estas caracteristicas fazem com que estas
células possam ter um grande potencial em varias aplicagdes
terapéuticas, como participar da regeneracao tecidual, corri-
gir distirbios hereditarios, refrear a inflamagao cronica, libe-
rar agentes biologicos. Assim, a administragdo de MSCs ¢
promissora como nova estratégia para tratar uma ampla gama
de doengas.

Entretanto, os mecanismos que direcionam as MSCs
para uma determinada linhagem sdo em grande parte desco-
nhecidos. Esta situacdo faz com que as aplicagdes clinicas e
terapéuticas de células-tronco ainda sejam incertas, a nao
ser que conhecimentos criticos venham a ser obtidos, relati-
VoS a varios aspectos, como os sinais que controlam sobre-
vivéncia, proliferagdo e diferenciacdo, que irdo expandir as
aplicagoes terapéuticas potenciais destas células.

Em resumo, a promessa da medicina regenerativa e cu-
rativa baseada em células-tronco e, particularmente, nas
MSCs, depende criticamente da identificacdo de mecanis-
mos e de moléculas que controlam e mediam a diferenciagio
de uma determinada linhagem especifica, o estabelecimento
destas células em determinado tecido de interesse, € as cas-
catas de sinalizagdo que controlam a sobrevivéncia e prolife-
racdo celulares.

Abstract

Stem cells are undifferentiated cells. They show various
characteristics that make them suitable for clinical applications.
The main stem cell characteristics are their capacity of auto-
renewal and of differentiation into different cell lines so it is quite
possible that stem cells in different tissues exhibit a regenerative
role when these tissues are injured. Bone marrow is the best
studied tissue as a source of hematopoietic stem cells as well as
mesenchymal stem cells (also known as mesenchymal stromal
cells or mesenchymal stromal multipotent cells); clonogenic cells
in the bone marrow stroma. They are able to differentiate under
specific stimuli in several cell lines including osteogenic,
chondrogenic and adipogenic cells, and probably in other non-
mesodermic cell lines such as neural cells or hepatocytes. Here
the main characteristics of mesenchymal stem cells will be
discussed, including the molecular and membrane markers, the
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division and differentiation properties, the heterogeneity, and the
potential clinical applications. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009,
31(Supl. 1):25-35.

Key words: Stem cell; mesenchymal stem cell; markers, cell
differentiation; clinical applications.
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