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RESUMO

Apesar do recente avango e evolucdo no desenvolvimento de
medicamentos cada vez mais especificos para o tratamento de
neoplasias, continuam sendo observados e relatados efeitos
inespecificos destes agentes, que além de atuar nas células neoplasicas
exercem efeitos em células normais. O Mesilato de Imatinibe (Ml) foi
racionalmente desenvolvido para inibir a atividade de proteinas e
receptores do tipo tirosinoquinase, especialmente a proteina BCR-ABL
andmala caracteristica da leucemia mieléide cronica (LMC). As células-
tronco  mesenquimais (CTM) compdem o0  microambiente
hematopoiético (MH), com funcdo de suporte e regulagdo da
hematopoese, sendo células precursoras de outras células que também
constituem o MH, como os fibroblastos, adipdcitos e osteoblastos.
Estudos relataram efeitos citotoxicos de diferentes agentes
quimioterapicos nas CTM, porém, os efeitos que o MI exerce nesta
populagdo de células ainda sdo desconhecidos. O objetivo do trabalho
foi avaliar, in vitro, os efeitos do Ml em CTM normais isoladas da
placenta humana. Aplicamos um protocolo de cultivo celular de CTM,
expondo as mesmas a diferentes concentracbes do MI e avaliamos
pardmetros como viabilidade celular, proliferagdo, morfologia,
diferenciacdo e morte celular. Também foi avaliada a expressdo de
marcadores de células indiferenciadas (Oct-4 e Nanog) e da molécula de
matriz extracelular fibronectina. Inicialmente, caracterizamos as células
isoladas da placenta humana como CTM, de acordo com caracteristicas
morfoldgicas, fenotipicas e um painel de expressdo imunofenotipica
preconizados para este tipo celular. O MI exerceu efeito citotoxico nas
CTM a partir da concentracdo de 1,0 uM, com valor de IC50 de 8,7 uM.
A maioria das células expostas ao medicamento demonstrou morfologia
alterada em comparacdo com as células normais e fibroblastéides do
grupo controle. O MI reduziu a taxa de proliferacdo das CTM de modo
concentracdo-dependente nos diferentes tempos de exposi¢do testados.
Nos ensaios de diferenciacdo celular, observamos que o medicamento
estimulou a diferenciacdo das CTM para os fen6tipos osteogénico e
adipogénico. Com a analise da expressdo de Nanog e Oct-4, observamos
que, nas menores concentracbes do MI (2,5 e 50 uM), as células
indiferenciadas sdo mais resistentes aos efeitos do MI quando
comparadas a células possivelmente ja diferenciadas. A expressdo



imunocitoquimica de fibronectina também foi reduzida pelo MI. Na
avaliagdo do processo de morte celular observado nos primeiros
experimentos, indicamos que este mecanismo foi provavelmente por
apoptose, devido a maior quantidade de nucleos picnéticos nas CTM
expostas a0 M1 e também pela captacio do corante brometo de etidio. E
importante ressaltar que todos os efeitos observados, principalmente nos
ensaios quantificados, foram classificados como concentracéo-
dependente. Estes resultados confirmam o efeito do MI em CTM
normais, 0 que pode representar danos até mesmo irreversiveis no MH
de pacientes que utilizam o medicamento por periodo prolongado. Estes
dados indicam a necessidade do desenvolvimento de medicamentos
mais especificos para o tratamento das diferentes neoplasias que
acometem a populagéo.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais. Mesilato de Imatinibe.
Microambiente hematopoiético.



ABSTRACT

Despite the recent improvements and development of more drugs
specific to the cancer treatment, often is observed and reported
nonspecific effects of these agents, that act in neoplastic cells but also
exert effects in normal cells. Imatinib mesylate (IM) was rationally
designed to inhibit the activity of protein and receptor tyrosine kinase,
especially against to the oncogene BCR-ABL that is a marker of chronic
myelogenous leukemia (CML). The mesenchymal stem cells (MSCs)
constitute the hematopoietic microenvironment (HM) with a supportive
function and regulation of hematopoiesis, are precursor cells and other
cells which are also part of HM, such as fibroblasts, adipocytes and
osteoblasts. Studies have reported cytotoxic effects of different
chemotherapeutic agents on MSC. However the effects that IM exerts
this population of cells are still unknown. The aim of our study was to
evaluate the in vitro effects of IM on MSC isolated from normal human
placenta. We applied a protocol for cell culture of MSC by exposure to
different concentrations of IM and evaluate parameters such as cell
viability, proliferation, morphology, differentiation and cell death. We
also analyzed the expression of undifferentiated cell markers (Oct-4 and
Nanog) and the extracellular matrix molecule fibronectin. Initially, we
characterize the cells isolated from human placenta as CTM in
accordance with morphologic aspects, phenotypic expression and
immunophenotypic panel standardized for this cell type. The MI had
cytotoxic effect in MSC from the concentration of 1.0 uM, with 1C50 of
8.7 UM. Most cells exposed to the medicament showed abnormal
morphology compared with normal cells and fibroblastoid in the control
group. IM reduced the rate of proliferation of MSCs in a concentration-
dependent manner at different times of exposure tested. In assays of cell
differentiation, we observed that the drug stimulated the differentiation
of MSCs to osteogenic and adipogenic phenotypes. Through the
analysis of expression of Oct-4 and Nanog, we found that lower
concentrations of Ml (2,5 and 5 uM) the stem cells pool seemed to be
more resistant to the effects of MI when compared with cells possibly
already differentiated. The immunocytochemical expression of
fibronectin was also reduced by IM. In experiments evaluating cell
death we observed possible mechanism of apoptosis, due to the greater



amount of pyknotic nuclei in MSC exposed to IM and the uptake of the
ethidium bromide. Importantly, the observed effects, were always in a
concentration-dependent manner. These results confirmed the effect of
IM on MSC normal, which may represent irreversible damage even in
HM of patients using the medicament for extended period of time.
These data support the idea that the development of more specific drugs
to treat many different cancers that affect the population is needed.

KEYWORDS: Mesenchymal stem cells. Imatinib mesylate.
Hematopoietic microenvironment.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leucemia mieléide cronica e a acdo do Mesilato de Imatinibe

A LMC ¢é uma doenca mieloproliferativa cronica, trifasica,
caracterizada pela expansdo clonal de células hematopoiéticas
neoplésicas. O diagndstico é caracterizado por leucocitose acentuada
com desvio a esquerda (precursores hematopoiéticos imaturos em
sangue periférico), esplenomegalia e na maioria dos casos confirmado
pela deteccdo de uma anormalidade citogenética caracteristica, o
cromossomo Philadelphia (Ph) (TEFFERI et al., 2005). O cromossomo
Ph resulta da translocagdo entre os cromossomos 9 e 22, onde parte do
protoncogene Abelson (ABL) do cromossomo 9 é transferida para o
gene BCR (Breackpoint cluster region) no cromossomo 22 e parte do
cromossomo 22 é translocada para o cromossomo 9 (DEININGER et
al., 2000). Portanto, 0 cromossomo 22 alterado é o cromossomo Ph,
conforme demonstrado na figura 2. O cromossomo Ph pode ser
detectado em mais de 95% dos pacientes com LMC quando testes de
biologia molecular sdo aplicados na confirmacdo diagnéstica (MAURO
etal., 2002).

||u'|:\2 = N j

< - >
L = BCR-ABL
Cromessome 9 Cromossomo 22
T
—J C

e

Cromossomo
Philadelphia
Cromossomo 9 L
Extra-longo

Figura 1. llustracdo da translocacdo t(9;22) (g34;qll) Fonte:
Adaptado de: DEININGER; GOLDMAN; MELO, 2000.

H
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Em condigdes fisiolégicas, o gene BCR codifica uma proteina
com funcdo regulatéria em processos de sinalizacdo e divisdo celular,
enquanto que o gene ABL codifica uma proteina com atividade
tirosinoquinase e que exerce controle do ciclo celular e da resposta a
estresse genotoxico. O gene quimérico BCR-ABL, resultante da
translocacdo t(9;22) (q34;q11), promove a codificacdo de uma proteina
com atividade tirosinoquinase exacerbada nas células leucémicas da
LMC (BERGANTINI et al., 2005). Deste modo, a célula leucémica
BCR-ABL positiva promove uma mieloproliferacdo continua, resultante
provavelmente devido a: manutencdo de sinal mitogénico constante,
alteragdo da adesdo das células progenitoras hematopoiéticas com as
células estromais e matriz extracelular (MEC) da medula éssea (MO), e
também maior resisténcia a apoptose celular (MAURO et al., 2002)
(figura 3) .

Ber-Abl

@ Kinase
@ % _PPPP ¥C.Terminus

S|

Ras p85 PI-3 Kinase
l Akt
Proliferation Inhibition of Altered
Apoptosis Adhesion

Figura 2. Modelo da atuacéo a nivel celular da proteina BCR-ABL
na Leucemia Miel6ide Cronica. Efeitos patolégicos nas células-tronco
e progenitores hematopoiéticos de pacientes com leucemia mielédie
cronica incluem estimulo da proliferacdo, alteracdo da adesdo no
microambiente hematopoiético e inibicdo de apoptose, proporcionando
aumento de células da linhagem mieldide na medula 6ssea e no sangue
periférico. Abreviaturas e traducdes: SH (dominio homdlogo src), Y
(residuo de tirosina) e PPPP (regido rica em prolina), Ras, Akt, PI1-3
Kinase, Grb-2, Crkl (vias de sinalizacdo celular), proliferation
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(proliferacdo), inhibition of apoptosis (inibicdo da apoptose), altered
adhesion (adeséo alterada). Fonte: Adaptado de: MAURO et al., 2002.

Recentemente, algumas estratégias tém sido aplicadas na busca
de tratamentos que tenham acdo mais especifica sobre as células
leucémicas, tendo como alvo, por exemplo, a proteina oncogénica BCR-
ABL e principalmente a sua alta atividade tirosinoguinase na leucemia
mieldide crbnica (LMC). Proteinas com atividade tirosinoquinase
participam da regulacdo de vias de transducdo de sinal que refletem
efeitos em funcBes celulares importantes na oncogénese, tais como
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (BENNASROUNE et al., 2004).
Estas proteinas, na maioria dos processos tumorais, sdo funcionalmente
desreguladas e/ou superexpressas (SAVAGE; ANTMAN, 2002). Com
relacdo a LMC, a elucidacdo molecular da mesma proporcionou o
desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas, tais como os inibidores
da proteina tirosinoquinase BCR-ABL. O Mesilato de Imatinibe (MI) é
um medicamento antineoplasico administrado por via oral e que permite
a inibicdo de proteinas tirosinoquinase que influenciam e regulam o
processo fisiopatolégico na LMC (GUILHOT, 2004). Na LMC, a
proteina oncogénica BCR-ABL foi identificada como a principal
responsavel pela patogénese da doenca, e a partir disto foram
racionalmente desenvolvidos medicamentos que a tém como alvo
terapéutico, sendo que estes agentes recentemente foram aprovados para
terapia em humanos. Um destes agentes administrados e com evidéncia
de bons resultados no tratamento da LMC é o Glivec® (conhecido
também pela sigla STI571 ou também Mesilato de Imatinibe, Novartis
Pharma  AG,  Switzerland)  (HEHLMANN; HOCHHAUS;
BACCARANI, 2007) (figura 1). O MI é um medicamento cuja estrutura
quimica é derivada da 2-fenilaminopirimidina e exerce atividade
inibitdria contra proteinas tirosinoquinases, incluindo o oncogene BCR-
ABL na LMC, além do receptor de c-Kit (receptor do fator de
crescimento de células-tronco), c-ABL e PDGF-R (receptor do fator de
crescimento derivado de plaquetas), dentre outros. Seu mecanismo de
acdo e caracterizado pelo antagonismo competitivo em sitios de liga¢do
do ATP nos dominios das quinases destes alvos, e esta resposta
inibitéria ocasiona antagonismo proliferativo via BCR-ABL que ¢
superexpresso nas células leucémicas (KANTARJIAN et al., 2002).



29

A N/ﬁ
N NH NH K/N\
| \Y CHs
=N
HaC o

R

N F

Figura 3. Férmula estrutural do Mesilato de Imatinibe como um
derivado 2-fenilaminopirimidina. Fonte: Adaptado de: SANTOS;
RAVANDI, 2009.

O M1 atua nas células leucémicas bloqueando diferentes vias de
sinalizagdo celular. Parece modular diferentes proteinas anti e pro-
apoptoticas pertencentes tanto & via extrinseca como intrinsica da
apoptose. Apesar de ja descrito, 0 exato mecanismo de a¢do do Ml ainda
ndo € uma unanimidade entre os pesquisadores. O que esta definido é
gue corresponde a um medicamento seletivo para inibir o clone
Philadelphia na LMC. Embora expresso também em outros tipos de
leucemias, o cromossomo Ph é reconhecido como marcador
citogenético da LMC e a sua deteccdo tem implicacfes no diagndstico,
prognostico e na terapéutica da doenca (BERGANTINI et al., 2005).

Como sua estrutura quimica é similar ao substrato de ATP, o Ml
liga-se de forma competitiva ao sitio ativo da proteina BCR-ABL
dependente de ATP e inibe a fosforilacdo da proteina, inibindo a
proliferacdo e induzindo para apoptose as linhagens BCR-ABL positivas
(figura 4). Cabe ressaltar que o MI é um potente inibidor de BCR-ABL,
mas também pode exercer efeitos em receptores de PDGF e c-Kit,
dentre outras proteinas e receptores tirosinoquinases em células
neoplésicas (HOLTZ et al., 2002).
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Figura 4. llustracdo do mecanismo de acdo do Mesilato de
Imatinibe. No painel da esquerda, o ATP esta ligado ao dominio
tirosinoaquinase da proteina BCR-ABL, resultando na fosforilacdo do
substrato e capacitando a interacdo da oncoproteina BCR-ABL ativada
com uma proteina efetora da sinalizacdo celular. A direita, o
medicamento compete pelo sitio de ligagio do ATP no dominio
tirosinoquinase, impedindo a ligagdo do ATP e blogueando a
fosforilacdo do substrato, inativando a proteina BCR-ABL e inibindo a
sua interagdo com uma proteina efetora. Fonte: Adaptado de:
DEININGER; GOLDMAN; MELO, 2000.

Apo6s estudos farmacoldgicos de fase | e 1, o MI foi aprovado
para terapia em pacientes com diagnéstico de LMC em fase blastica,
fase de transformacdo ou em fase crbnica resistente ou intolerante ao
interferon-alfa (IFN-a) (DOBBIN; GADELHA., 2002). E importante
salientar que o MI foi o primeiro medicamento aprovado para uso
clinico e que inibe a sinalizacdo de proteinas relacionadas diretamente
com a patogénese de um processo neoplasico. Anteriormente ao
surgimento do MI, medicamentos eram direcionados a multiplos alvos
moleculares e celulares, entretanto, os mesmos exerciam efeitos em
proteinas associadas e de forma inespecifica, ndo atuando diretamente
nos alvos causadores da LMC (GUILHOT, 2004).



31

1.1.1 Tratamentos para leucemia mieldide cronica

No histérico de tratamento da LMC, encontramos dados
relatando que o arsénico foi a primeira terapia aplicada no tratamento da
LMC, por volta de 1865. Posteriormente, em 1912, passou a ser
utilizado o benzeno associado com radioterapia. Quatro décadas depois,
foi introduzido no tratamento da LMC um agente alquilante, o
bussulfan, iniciando uma nova era da quimioterapia. A associacdo do
bussulfan com a 6-tioguanina proporcionou melhora da sobrevida nos
pacientes, 0 que tornou este tratamento padrdo durante
aproximadamente 35 anos, quando ocorreu a introducdo do interferon-
alfa (IFN-a) na terapéutica (RANDOLPH, 2005). O IFN- a, que é um
estimulante ndo especifico do sistema imune e que regula a fungédo dos
linfocitos T, promoveu aumento do tempo de sobrevida além de induzir
ao desaparecimento do cromossomo Ph, demonstrando também
capacidade em evitar e evolugdo da doenca para a fase de crise blastica
(FAUSEL, 2007). A partir de 1986, o transplante de medula 6éssea
(TMO) tornou-se a forma de tratamento padrdo para a LMC
(RANDOLPH, 2005).

Alguns outros medicamentos ja foram e ainda sdo utilizados no
tratamento da LMC. Podemos citar como exemplos a hidroxiuréia, um
agente inbibidor da fase de sintese (S) do ciclo celular e o bussulfan, que
até proporcionam controle da doenca por tempo variavel, no entanto, a
doenca torna-se refrataria ao tratamento justamente porque estes agentes
ndo eliminam na totalidade as células leucémicas que expressam o
cromossomo Ph. No ano de 1998, ocorreu uma verdadeira revolucdo na
terapéutica da LMC com a introdugdo do MI, o qual demonstrou ser
uma alternativa eficaz para os pacientes intolerantes e/ou que ndo
respondiam as terapias anteriormente citadas (FADERL et al., 1999).

A introducdo do MI na terapéutica da LMC representou o inicio
de uma nova etapa e possibilidade de tratamento, justamente por ser um
inibidor da oncoproteina BCR-ABL e assim manter a mesma na
conformacdo inativa (MARIN et al., 2002), conforme ilustrado na figura
anterior. Com esta evolucdo no tratamento da LMC, incluindo o M,
TMO e a infusdo de leucdcitos do doador (ILD), a perspectiva de vida
dos pacientes com diagnostico de LMC melhorou significativamente.
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Atualmente, pacientes com diagnéstico de LMC podem ser
tratados com hidroxiuréia, IFN-a, citarabina associada ao IFN- o, MI,
TMO quando possivel e ILD quando da recaida da doenca apds TMO.
Somente em uma pequena proporcdo de pacientes com LMC o TMO é
indicado, e poucos pacientes tm uma resposta citogenética completa
apenas com a aplicacdo do IFN-o (BERGANTINI et al., 2005). No
Brasil, o tratamento da LMC é aplicado de acordo com protocolo
preconizado pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) e pela Portaria
347, de 23 de junho de 2008 do Ministério da Saude, os quais
determinam o MI como tratamento de primeira linha para a LMC.

Conforme estudo publicado por Martin e colaboradores (2002), o
MI é administrado por via oral na forma de comprimidos cuja dosagem
oscila de 400 mg/dia até 800 mg/dia e que depende, por exemplo: da
resposta do paciente ao tratamento, da tolerancia ao medicamento e do
estagio em que se encontra a doenca. Diante destes fatos, o Ml é um
medicamento recente e que melhor resposta proporcionou aos pacientes
com LMC até o momento, pois conjuga duas caracteristicas importantes
na area da oncologia: baixa toxicidade e alto nivel de resposta
terapéutica (MAURO et al.,, 2002). O MI também demonstrou
capacidade de promover remissdao completa tanto no sangue periférico
como na MO, com niveis molecularmente indetectaveis do cromossomo
Ph, podendo também ser uma alternativa para as limitagdes do TMO
(CHU et al., 2005).

Em um estudo clinico de fase Il, a eficacia do MI em melhorar a
taxa de sobrevida dos pacientes foi avaliada em todas as fases da LMC.
Com o diagnostico confirmado de LMC em crise blastica (n=229), a
taxa de resposta citogenética foi de 6 e 18% em pacientes tratados com
400 ou 600 mg/dia, respectivamente. Na fase acelerada (n=235), os
pacientes tratados com 400 e 600 mg/dia do MI apresentaram resposta
hematoldgica de 65 e 71%, respectivamente. E na fase cronica tardia,
apos falha ou intolerdncia ao IFN-a, a taxa de resposta hematoldgica
completa foi de 95%, com resposta citogenética completa em 5 anos de
57% (KANTARJIAN et al., 2007). A taxa de sobrevida dos pacientes
avaliados neste estudo também esta descrita na tabela 1.
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Tabela 1. Taxa de sobrevida de pacientes com LMC tratados com
MI

FASE DADOENCA  DOSE DIARIA TAXA DE
(mg) SOBREVIDA (anos)

Cronica, recém 400 89% (5)
diagnosticada

Cronica, anteriormente 400 86% (4) e 79% (5)

tratada
Fase acelerada 400-600 44% (3) e 66% (3)
Fase blastica 400-600 17% (2), 14-17% (2 - 3)

Fonte: Adaptado de Kantarjian et al., 2007.

A eficacia da terapia com o MI também foi avaliada em um
estudo clinico de fase IlI-IRIS, com o medicamento sendo administrado
na dose de 400 mg/dia e comparado com a combinacdo de IFN-a e
citarabina em pacientes recentemente diagnosticados com LMC em fase
cronica (n=1106). Apds um acompanhamento de aproximadamente 19
meses, a terapia com MI foi significativamente mais eficaz de que o
tratamento com o IFN-a associado com citarabina (JABBOUR et al.,
2007), sendo estes resultados descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Respostas obtidas em 5 anos de terapia com o Mesilato de
Imatinibe

PARAMETROS % DE PACIENTES

Resposta hematoldgica completa 97

(leucometria < 10.000/mm?,
auséncia de blastos no sangue
periférico, contagem normal de
plaquetas, auséncia de
esplenomegalia)

Resposta citogenética maior (< 89
35% de células cromossomo Ph™*
em metéfase na medula dssea)

Resposta citogenética completa 82
(0% de células cromossomo Ph*
em metafase na medula dssea)

Sobrevida total 89
Sobrevida excluindo mortes nao 95
LMC
Sobrevida sem fase acelerada ou 93
blastica
Sobrevida livre de eventos 83

Fonte: Adaptado de Jabbour et al., 2007.

1.1.2 Resisténcia ao Mesilato de Imatinibe

Apesar dos avancos obtidos com a administracdo do MI no
tratamento dos portadores de LMC, ha relatos de resisténcia,
principalmente apés o tratamento prolongado. A resisténcia
provavelmente acontece devido a maltiplas causas, permitindo que as
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células BCR-ABL positivas permanecam atuando tanto na MO como no
sangue periférico dos pacientes (HOCHHAUS; ROSEE, 2004). Alguns
pacientes ndo respondem ao tratamento de uma forma precoce
(resisténcia primaria), enquanto que outros apresentam uma resisténcia
adquirida (resisténcia secundaria), provavelmente resultante de
mutacBes no dominio quinase da oncoproteina BCR-ABL, dificultando
a ligacdo do Ml e a acdo esperada (GOLEMOVIC et al., 2005).

E importante ressaltar que o MI ¢ efetivo na grande maioria dos
pacientes com LMC, no entanto, uma minoria dos pacientes desenvolve
resisténcia ainda na fase cronica da doenga e uma proporcdo maior de
pacientes torna-se resistente nas fases mais avangadas da LMC
(JABBOUR; CORTES; KANTARIJIAN, 2008). Portanto, a resisténcia
ao medicamento é rara em pacientes com LMC na fase inicial, enquanto
que o indice de resisténcia ap6s dois anos de terapia oscila entre 10 a
20% na LMC de fase cronica ap6s falha de resposta ao IFN-a, indice de
40 a 50% de resisténcia na fase acelerada e aproximadamente 70 a 80%
de pacientes resistentes na fase de crise blastica ou leucemia linfoide
aguda com cromossomo Ph positivo (BRAVE et al., 2008).

O aparecimento de resisténcia ao MI é influenciado por fatores
como: superexpressdo de BCR-ABL e anomalias genéticas adicionais
e/ou diferentes mutagbes que podem acometer o dominio quinase da
oncoproteina BCR-ABL (BRANDFORD et al., 2003). Recentemente,
também foi sugerida a hipdtese da presencga e envolvimento de células-
tronco tumorais (CTT) na resisténcia aos medicamentos antineoplasicos,
inclusive para a LMC. Neste modelo, os medicamentos atuariam
somente nas células progenitoras e ja diferenciadas da neoplasia,
enquanto que as CTT seriam resistentes aos efeitos dos medicamentos, a
gue pode explicar a recorréncia da neoplasia mesmo ap6s o tratamento
(HUNTLY; GILLILAND, 2005). Alguns fatores relacionados a
resisténcia devem ser considerados, tais como eficacia e possibilidade de
toxicidade a longo prazo. Devido a estas consideracdes e a resisténcia
que ja é observada com a administracio do MI, novas opcdes
terapéuticas precisam ser desenvolvidas na busca de novos alvos
terapéuticos e com menor possibilidade de resisténcia (SOUZA, 2008).
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1.1.3 Efeitos indesejados do Mesilato de Imatinibe

Os pacientes tratados com o MI apresentam uma tolerancia
satisfatoria a0 medicamento. No entanto, alguns pacientes que utilizam
0 MI relatam efeitos adversos. Na maioria dos casos, estes efeitos séo
amenos e ndo prejudicam a continuidade do tratamento da LMC. Dentre
0s eventos adversos ndo hematolégicos, os mais frequentes sdo a
retencdo de liquidos, ganho de peso, dor muscular, nauseas, diarréia,
erupcOes cutdneas e cdimbras (JABBOUR et al., 2007) (tabela 3). O
relato de reacBes adversas parece ser proporcional a dose do MI
administrada nos pacientes e também conforme o estdgio em que se
encontra a doenca. Na proxima tabela estdo descritos os principais
efeitos adversos ndo hematoldgicos observados durante o tratamento
com o medicamento.

Conforme um estudo clinico de fase IlI-IRIS, a toxicidade
hematolégica é o principal efeito adverso detectado em pacientes
tratados com o MI. Neste estudo, 16,7% dos pacientes apresentaram
algum grau de mielossupressdo (neutropenia, trombocitopenia e/ou
anemia), 5,3% evidenciaram altera¢cBes hepéticas e 4,5% relataram
edema periférico. Em alguns pacientes foi relatada hiperfosfatiria
associada com baixo nivel sérico de fosfato, com consequéncias no
metabolismo 6sseo destes pacientes. Quanto ao potencial teratogénico,
ainda ndo se tém muitas informacGes quanto da possibilidade do Ml
causar este efeito (HEHLMANN; HOCHHAUS; BACCARANI, 2007).
Quando a mielossupressdo é grave e prolongada, pode ser necessario
reduzir a dose ou até mesmo interromper o tratamento até que a
hematopoese fisioldgica seja reestabelecida (GUILHOT, 2004).



37

Tabela 3. Eventos de toxicidade ndo hematoldgica em pacientes
tratados com o Ml nas trés fases da Leucemia Mieldide Croénica

TOXICIDADE FASE FASE CRISE TOTAL
CRONICA  ACELERADA  BLASTICA (%)
() (%0) (%)

Edema
membros
inferiores

Mialgia 6 8 1 15

Rash cutaneo 2 8 0 10

Caimbras

Alteracoes 2 2 1 5
hepéticas

Artralgia 3 0 0 3

Ulceras orais 0 1 0 1

Fonte: Adaptado de Funke et al., 2005.
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1.2  Células-tronco

Apesar da evolugdo nas pesquisas com células-tronco (CT), 0
exato conceito das mesmas ainda nao apresenta um consenso. De acordo
com Verfaillie (2002), sdo trés as principais caracteristicas das CT: (a)
capacidade de auto renovacao ilimitada, possibilitando a geracdo de no
minimo uma célula-filha com caracteristicas similares as da célula-mée;
(b) potencial para diferenciar em outras linhagens celulares; (c)
capacidade de reconstituir funcionalmente, in vivo, um tecido lesado
(figura 5). Estas caracteristicas ja foram descritas, por exemplo, para as
células-tronco hematopoiéticas (CTH), células-tronco embrionarias
(CTE) e também com as células-tronco mesenquimais (CTM). E
importante ressaltar que a auto-renovacdo das CT pode ocorrer através
de duas vias: (a) divisdo simétrica, quando ha apenas geracdo de novas
CT mantendo um pool constante de CT; (b) divisdo assimétrica, no qual
podem ser geradas tanto novas CT como também células progenitoras
(CP) ja comprometidas fenotipicamente (MORRISON; KIMBLE,
2006). A figura a seguir ilustra estes critérios para a classificagdo das
CT.

(@) Self-renewal

Stemcell o O /\
(¢) Functional

Transient { repopulation
amplifying oQ ~ o
cells

) [ ]
% °® @
O

Figura 5. Caracteristicas das células-tronco. As células-tronco so
conceituadas como células com: (a) capacidade de divisdo celular
assimétrica; (b) capacidade de diferenciagdo em outras linhagens
celulares; (c) possibilidade de reparar um tecido funcionalmente in vivo.
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Tradugdes: stemcell (célula-tronco), self-renewal (auto-renovacao),
transient amplifying cells (amplificacdo transitdria de células), multi-
lineage differentiation (diferenciacdo celular em mudltiplas linhagens),
functional repopulation (reparacdo funcional). Fonte: Adaptado de:
VERFAILLIE, 2002.

Outros autores preferem néo utilizar todos estes trés critérios para
classificar uma célula como CT. Relatam que as CT sdo células que
demonstram capacidade de auto- renovacdo por divisdo simétrica ou
assimétrica e que, simultaneamente, sdo capazes de diferenciar para
outras linhagens celulares ja especializadas, ndo sendo tdo rigorosos
quanto ao potencial destas células para reconstituir, in vivo, tecidos
anteriormente lesados (CAl; WEISS; RAO, 2004).

As CP sdo populagBes de células que ndo compartilham as
mesmas caracteristicas ja descritas para as CT. As CP sdo células
comprometidas com uma dada linhagem celular, portanto, a sua
capacidade de auto-renovacdo € limitada ou ausente, podendo gerar
apenas células de uma linhagem celular especifica (LAKSHMIPATHY;
VERFAILLIE, 2005).

Quanto ao potencial de diferenciacdo, as CT também podem ser
classificadas. Sao totipotentes apenas as células que podem gerar todos
os tecidos embrionérios e extra-embrionarios, ou seja, podem gerar um
novo individuo. As células com caracteristica pluripotente, CTE, por
exemplo, possuem capacidade de gerar células dos trés folhetos
embrionarios (mesoderma, ectoderma e endoderma), exceto 0s anexos
embrionérios. As células multipotentes originam tipos celulares de uma
linhagem especifica, como por exemplo, as CTM e CTH (WAGERS;
WEISSMAN, 2004).

1.2.1 Célula-tronco mesenquimal

O primeiro relato da presenca de células precursoras nao
hematopoiéticas na MO foi descrito pelo patologista alemdo Julius
Cohnheim, em 1867 (revisado por PROCKOP, 1997). No entanto, a
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confirmagdo da existéncia destas células ocorreu somente na década de
1960 (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-SHAPIRO; PETRAKOVA,
1966). Proximo ao ano de 1970, estas células passaram a ser descritas
como células fibroblastoides, e que além da MO poderiam também ser
isoladas do baco (FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA,
1970). Os autores relataram que estas células se comportavam de forma
diferente quando comparadas com as CTH da MO, porque
demonstravam aderéncia e morfologia fibroblastéide em cultura,
evidenciando para sua origem no compartimento estromal da MO. Além
disso, foi descrito que estas células, quando suspensas, formavam
coldnias constituidas inicialmente por uma Unica célula e denominada
de unidade formadora de colbnias fibroblasticas (CFU-F - do inglés,
Colony Forming Unit Fibroblast). Apds serem testadas e aplicadas em
transplantes in vivo, estas células demonstraram capacidade em gerar
tecidos como 0sso, cartilagem, tecido adiposo e fibroso,
experimentalmente gerados a partir de uma Unica célula da MO
(BIANCO; ROBEY; SIMMONS, 2008).

A partir destes fatos ficou demonstrado que havia um segundo
tipo de CT presente na MO, a qual foi denominada inicialmente de CT
estromal da MO (OWEN; FRIEDENSTEIN, 1988). Em 2005, a
sociedade internacional para terapia celular (ISCT — do inglés,
International Society for Cellular Therapy) indicou uma nova
nomenclatura para esta populacédo de células fibroblastoides, aderentes
ao plastico e isoladas de diferentes tecidos, com capacidade de
diferenciacdo  multipotencial:  células mesenquimais  estromais
multipotentes. Esta sociedade ainda propde que as CT comp8em uma
subpopulagdo destas células aderentes, e a sigla CTM (MSC — do inglés,
Mesenchymal Stem Cell) pode ser utilizada para designar estas células
(HORWITZ et al., 2005). Atualmente, portanto, o conceito das CTM
agrega a maioria destas nomenclaturas citadas ao longo do tempo, sendo
entdo a CTM uma populacgdo de células aderentes e fibroblast6ides, com
capacidade para diferenciar em células osteogénicas, adipogénicas e
condrogénicas (DOMINICI et al., 2006).

Sdo numerosos 0s protocolos disponiveis atualmente para o
isolamento e cultivo das CTM, que também utilizam diferentes fontes
para tal fim. Pelas caracteristicas destas células, 0 método tradicional de
isolamento foi descrito inicialmente por Friedenstein (FRIEDENSTEIN;
GORSKAJA; KULAGINA, 1976), o qual se baseia na capacidade de
aderéncia das células ao plastico dos frascos de cultivo celular. Este
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método tem como desvantagem a obtencdo de populacGes heterogéneas
de células, principalmente devido a contaminacdo por CTH, entretanto,
a cultura das CTM torna-se homogénea ap0s as primeiras passagens,
devido ao descarte das células ndo-aderentes (COLTER et al., 2000).

A MO continua sendo a principal fonte para o isolamento e
estudo de CTM, porém, estas células tém sido isoladas também a partir
de outros 6rgdos e tecidos, tais como o tecido muscular esquelético
(YOUNG et al., 2001), tecido adiposo (ZUK et al., 2001), corddo
umbilical (ERICES; CONGET; MINGUELL, 2000), veia umbilical
(COVAS et al., 2003), pulmdo (SABATINI et al., 2005), dentre outras
possibilidades. O que tem sido proposto para explicar a presenca das
CTM em multiplos locais se refere ao fato de que células com
caracteristicas de CTM estdo presentes em diversos Orgdos e tecidos
pos-natais (JAVAZON; BEGGS; FLAKE, 2004; MEIRELLES;
CHAGASTELLES, NARDI, 2006). Outra hipétese sugere uma origem
perivascular para as CTM, o que também pode auxiliar a compreender a
presenca desta populacdo celular em diferentes tecidos (CRISAN et al.,
2008). Nas primeiras passagens in vitro, as CTM apresentam uma alta
taxa de proliferacdo, permitindo de forma satisfatoria a expansao ex vivo
destas células. Através da microscopia de luz ou contraste de fase, as
CTM sdo visualizadas como células fibroblastdides alongadas,
fusiformes e pontiagudas, com nlcleo eucromatico, oval, grande e
centralizado, e com citoplasma abundante (TAGAMI et al., 2003).

As CTM tém sido estudadas com grande interesse devido a
possibilidade da aplicacdo das mesmas na medicina regenerativa. A
facilidade de isolamento, cultivo celular e a sua alta capacidade de
expansao in vitro tornam as CTM atrativas para serem aplicadas em
protocolos experimentais em estudos de diferenciagdo celular, terapia
celular e terapia génica (CAPLAN, 2007).

1.2.2 Caracteristicas in vitro das células-tronco mesenquimais

O painel de expressdo imunofenotipica das CTM ja estd
caracterizado, porém ndo é especifico desta populagdo de células. Neste
painel, estd descrito que as CTM ndo expressam marcadores
hematopoiéticos como CD45 e CD34. Também ndo expressam
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marcadores endoteliais como o CD 31. Expressam positivamente, com
intensidade variavel, marcadores como CD73, CD90, CD105, Stro-1, e
algumas moléculas de adesdo, como CD 29 e ICAM-1 (molécula de
adesdo célula-célula) (CHAMBERLAIN et al., 2007). Este painel de
caracterizacdo pode sofrer alteracdes de acordo com as diferentes fontes
de obtencdo, métodos de isolamento e cultivo destas células, isto porque
as CTM podem apresentar variacGes no seu padrdo de expressao génica
de acordo com estas varidaveis (GREGORY et al., 2005). Além disso, a
expressdo destes marcadores in vitro nem sempre pode ser a mesma
observada in vivo (GRONTHOS et al., 2001).

Além das caracteristicas morfoldgicas e imunofenotipicas, os
protocolos de diferenciacdo celular também sdo utilizados para
complementar a caracterizagdo destas células. As CTM sdo CT
multipotentes com capacidade para diferenciar em linhagens de origem
mesodérmica, tais como 0sso, cartilagem e tecido adiposo (figura 6). Os
protocolos de diferenciagio de CTM também ja estdo descritos e
padronizados, e constam da utilizacdo de meios de cultura indutivos da
diferenciacdo celular. Os meios de cultura indutivos sdo constituidos por
fatores como indometacina, acido ascorbico, dexametasona, insulina,
dentre outros. Ap6s o periodo de inducdo da diferenciacdo celular, as
células sdo coradas com o objetivo de evidenciar a ocorréncia ou ndo da
diferenciacdo celular para o fendtipo desejado (PITTENGER et al.,
1999).
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Figura 6. Plasticidade de células-tronco mesenquimais adultas. Em
condigdes adequadas, as células-tronco mesenquimais podem
diferenciar em linhagens como ostedcitos, condrécitos, adipdcitos,
fibroblastos, células estromais da medula Gssea, astrdcitos e células
musculares. Tradugdes: MSCs (célula-tronco mesenquimal), CNS
(sistema nervoso central), skin (pele), fat (gordura), cartilage
(cartilagem), chondrocytes (condrdcitos), muscles (musculo), myocytes
(midcitos), fibroblasts (fibroblastos), astrocytes (astrdcitos), marrow
(medula Gssea), stromal cells (células estromais), adipocytes
(adipdcitos), tendon e ligament (tenddo e ligamento), bone (0ss0),
osteocytes (ostedcitos). Fonte: Adaptado de: GRASSEL; AHMED,
2007.

Atualmente, os mecanismos que regulam a diferenciacdo das
CTM para linhagens especificas ainda ndo estd completamente
esclarecido, no entanto, algumas possibilidades sdo descritas para
explicar esta  plasticidade (figura 7).  Transdiferenciacéo,
desdiferenciacdo, fusdo celular e pluripotencialidade seriam alguns
destes mecanismos. Na fusdo celular duas células diferentes seriam
fundidas gerando uma célula comprometida com uma dada linhagem
celular. No processo de transdiferenciacéo, a célula poderia modificar a
expressdo de seus genes resultando na conversao em outro tipo celular
comprometido funcionalmente. Na desdiferenciacdo, a célula ja
diferenciada retornaria para um estado mais primitivo e posteriormente
poderia rediferenciar para outro tipo de célula. Quanto a pluripoténcia,
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sabe-se que as CTM séo células multipotentes e que poderiam somente
gerar células pertencentes ao folheto do mesoderma, no entanto,
algumas destas células poderiam também manter um estado
pluripotente, demonstrando uma maior plasticidade. Todas estas
possibilidades que envolvem o processo de diferenciacdo estdo
fortemente relacionadas com as caracteristicas de expressdo génica das
CT (WAGERS; WEISSMAN, 2004). Na figura 7 estdo ilustrados estes
possiveis mecanismos de plasticidade das CTM.

(@) Multiple stem cells
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Figura 7. Diagrama ilustrando os possiveis mecanismos da
plasticidade nas células- tronco adultas. (a) células-tronco de um
tecido podem estar presentes em outros tecidos e 6rgdos; (b) fenémeno
da fusdo celular; (c) plasticidade devido ao mecanismo de trans
des/rediferenciacdo; (d) células com caracteristicas pluripotentes
presentes no organismo adulto. Traducfes: multiple stem cells (células-
tronco em diferentes tecidos e drgaos), cell fusion (fusdo celular), trans
de-/re-differentiation ~ (trans  de-/re-diferenciagdo),  pluripotency
(pluriptoténcia). Fonte: Adaptado de: VERFAILLIE, 2002.
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1.2.3 Célula-tronco mesenquimal e hematopoese

A hematopoese, na MO, requer um microambiente estromal
intacto, altamente organizado e funcionante. O estroma que suporta a
hematopoese é constituido por células de origem hematopoiética,
endotelial e as células de origem mesenquimal, como os adipdcitos,
osteoblastos e fibroblastos. Além destas células, este estroma medular
também é constituido pela MEC secretada pelas proprias células que
compbem o microambiente (DAZZY et al., 2006). O termo
microambiente tem sido amplamente utilizado para se referir a regido
anatémica proxima das células, a qual pode exercer influéncia essencial
em diversos processos da vida celular como a migracéo, proliferacdo,
diferenciacdo e metabolismo celular. O microambiente é normalmente
constituido pelos fatores de crescimento, MEC e pelas préprias células
que se relacionam diretamente com este ambiente (ABBOTT,;
RONNBACK; HANSSON, 2006)

Simultaneamente, as células associadas com a MEC no estroma
medular exercem controle em funcGes celulares como auto-renovacéo,
adesdo, migragdo, proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciacdo das CTH
que participam da hematopoese. Este controle efetuado pelo
microambiente hematopoiético (MH) na regulacdo das CTH ocorre por
interacdes célula-célula, célula-MEC e também pela secrecdo de fatores
de crescimento e citocinas regulatorias da hematopoese (DAZZY et al.,
2006) (figura 8). Alguns estudos descrevem a hipdtese de que as CTM
sdo as principais responsaveis em proporcionar este microambiente
estromal propicio para a hematopoese fisiolégica na MO (KADEREIT
et al., 2002; MAJUMDAR et al., 2000; DEVINE; HOFFMAN, 2000).
Caracteriza-se, desta forma, uma teoria na qual o microambiente e as CT
se regulam e coordenam de forma dindmica, com os fatores produzidos
por estas células (proteinas sollveis, MEC ou mesmo proteinas de
membrana celular) influenciando as células préximas e gerando uma
resposta interligada (FUCHS; TUMBAR; GUASCH, 2004).
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Figura 8. Componentes celulares do microambiente hematopoiético.
Além dos tipos celulares ilustrados na figura, é importante salientar que
0 microambiente no qual ocorre a hematopoese na medula dssea
também é composto pela matriz extracelular secretada pelas células
estromais. Osteoblastos e células hematopoiéticas imaturas se localizam
principalmente nas extremidades do tecido 0sseo, enquanto que
adipdcitos, células endoteliais, células-tronco mesenquimais e células
hematopoiéticas j& diferenciadas ocupam a regido central da medula
Ossea. Traducbes: MSC (célula-tronco mesenquimal), HSC (célula-
tronco hematopoiética), blood vessels (vasos sanguineos), osteoblasts
(osteoblastos), bone niche (nicho ésseo), immature haemopoietic cells
(células hematopoiéticas indiferenciadas), stromal niche (nicho
estromal), endothelial cells (células endoteliais), reticular cells (células
reticulares), macrophages (macréfagos), adipocyte niche (nicho de
adipdcitos), mature haemopoietic cells (células hematopoiéticas
diferenciadas). Fonte: Adaptado de: DAZZY et al., 2006.

A hipotese inicial da influéncia do microambiente estromal na
hematopoese foi descrita primeiramente por Dexter e seus
colaboradores, em 1977. Neste estudo, uma monocamada de células
aderentes oriundas da MO foi capaz de manter as CTH viaveis e com
capacidade de gerar col6nias de granuldcitos e macrofagos (CFU-GM —
do inglés, Colony Forming Unit Granulocyte - Monocyte), além de
colbnias de eritrocitos por periodos que variavam de semanas até meses.
Esta teoria foi comprovada posteriormente através de novos estudos que
utilizaram CTM isoladas da MO, sangue do corddo umbilical e da
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placenta humana. Estas novas evidéncias comprovaram a capacidade
das CTM em manter as CTH viaveis, além de permitir a expansao destas
células até mesmo na auséncia de citocinas estimulatérias da
hematopoese, ja que na presenca destas o processo € sinérgico
(BACIGALUPO, 2004; ZHANG et al., 2004; JANG et al., 2006).

As células estromais multipotentes (CEM), que constituem o
microambiente hematopoiético, possuem origem mesenquimal e,
conforme ja descrito, compartilham comportamento e caracteristicas
demonstradas também para as CTM. Dentre estas caracteristicas, as
CEM se caracterizam pela: (a) capacidade em aderir ao plastico; (b)
imunofenotipagem negativa para marcadores hematopoiéticos (CD14,
CD11, CD19, CD34, CD45, HLA-DR) e positiva para marcadores de
origem mesenquimal (CD73, CD90, CD105); (c) possibilidade de
diferenciacdo para condrocitos, osteoblastos e adipécitos (figura 9).
Portanto, estda comprovado que as células do estroma medular tém
caracteristicas de CTM ou até mesmo sdo populacdes de CTM
(DOMINICI et al., 2006). As CEM também expressam moléculas que
controlam a adesdo e migracdo das CT na MO, além de sintetizar as
moléculas que constituem a MEC neste microambiente, tais como
fibronectina, laminina, trombospondina, colageno e proteoglicanos.
Todas estas moléculas de adesdo e da MEC constituem uma camada de
aderéncia para as CTH envolvidas com a formacdo das células
sanguineas (LAZENNEC; JORGENSEN, 2008).
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Figura 9. llustracdo da relacao entre células-tronco mesenquimais,
progenitores multipotentes e o estroma medular. A partir das células-
tronco mesenquimais sao geradas células diferenciadas que constituem o
estroma da medula éssea, tais como adip6citos, osteoblastos e as células
estromais com suas respectivas fungdes de suporte para a hematopoese.
Tradugbes: MSC (células-tronco mesenquimais), OCA (progenitor
osteogénico, condrogénico e adipogénico), TA (amplificacdo
transitoria), progenitors (progenitores), stem (célula-tronco), OC
(progenitor condrogénico e osteogénico), stromal (estromal), muscle
tendon (tenddo e musculo), lineage restricted (linhagem limitada),
neuro-regulatory  (regulacdo neural), angiogenic (angiogénico),
immunity & defense (imunidade), bone homeostasis (homeostase
0ssea), others (outros). Fonte: Adaptado de: PHINNEY, 2007.

De acordo com estudo publicado por Kadereit e colaboradores
(2002), as CTH cultivadas na presenca de uma monocamada de CTM
demonstraram uma maior expressdo de proteinas inibitérias do ciclo
celular, como a p21, e proteinas anti-apoptéticas como a BCL-2 (do
inglés, B-cell lymphoma 2). Estes dados sugerem que quando as CTH
sdo expandidas associadas com CTM ocorre uma provavel manutengdo
do estado indiferenciado das CTH, refor¢ando a importancia das células
de origem mesenquimal para as CTH e a hematopoese.
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1.2.4 Matriz extracelular

A MEC ¢ constituida por diferentes proteinas e polissacarideos. A
composicdo desta matriz € feita pelas proteinas estruturais (laminina,
fibronectina, colagenos, elastina, dentre outras), proteinas especializadas
funcionalmente como os fatores de crescimento e citocinas, além dos
proteoglicanos (DALEY; PETERS; LARSEN, 2008) (figura 10). Deste
modo, a MEC exerce func¢Bes de resisténcia e suporte estrutural para
tecidos e Orgdos. Além disso, participa da organizacdo e coordenacdo
das func@es celulares nos tecidos, sendo através da MEC que ocorrem
processos celulares como adesdo, migracao e processos de transdugdo de
sinal que regulam, por exemplo, proliferacdo celular e expressdo génica
nas células de um dado tecido. Todos estes mecanismos regulatérios da
MEC envolvem também as moléculas de adesao celular, as quais ligam
as células com os componentes da MEC (CHEN et al., 2007).

Na MO, as macromoléculas que constituem a MEC sdo
secretadas pelas células estromais. Estas células estromais possuem uma
origem mesenquimal, sendo provavelmente um nicho de CTM. No MH
da MO, a MEC possui duas fungdes importantes: (a) permitir a fixacdo
das CT que chegam na MO através de seus receptores de membrana
para moléculas de adesdo; (b) proporcionar contato dindmico entre as
CT e os fatores de crescimento secretados pelas células estromais,
contribuindo na manutencdo de um MH fisiolégico. O contato entre as
CTH e a fibronectina, uma importante proteina componente da MEC, é
essencial para que as CTH possam proliferar e diferenciar em condic¢des
adequadas (CHEN et al., 2007).
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Figura 10. Composigéo e atuacdo da matriz extracelular no controle
funcional das células-tronco na medula éssea. Participacdo da matriz
extracelular na adesdo, migracdo, quiescéncia e diferenciacdo das
células-tronco hematopoiéticas. Tradugdes: HSP (proteoglicano heparan
sulfato), HSC (célula-tronco hematopoiética), MMP9 (metaloproteinase
do tipo 9), progenitor cell (célula progenitora), bone marrow (medula
6ssea), mature cell (célula diferenciada), differentiation (diferenciagéo),
stromal cell (célula estromal), endosteum (enddsteo), quiescence/self-
renewal (quiescéncia/auto-renovagdo) mobilization (migracdo), bone
(oss0), osteoblasts (osteoblastos), ECM (matriz extracelular),
osteopontin (osteopontina), CD44 (glicoproteina de adesdo celular),
integrins (integrinas), Kit (receptor do fator de células-tronco), KitL
(ligante de kit, mais conhecido como fator de células-tronco), sKitL
(ligante soltvel de Kit). Fonte: Adaptado de: DALEY et al., 2008.

1.2.5 Danos celulares apés quimioterapia

Apesar de todos o0s avangos recentes nas possibilidades
terapéuticas aplicadas em pacientes com neoplasias hematoldgicas, os
efeitos adversos dos quimioterdpicos sobre 0 MH e as CT continuam
sendo relatados (MELZER et al., 2004). Em virtude deste fato, a
preocupacdo com a integridade das CT e do MH ap6s a exposicdo a
quimioterapicos deve ser mantida e continuamente avaliada.
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Tendo em vista o papel essencial das CTM com funcdo de
suporte para a hematopoese, estudos tém investigado a possibilidade de
efeitos inespecificos dos quimioterapicos sobre as CTM de pacientes
que recebem esta terapia. Nestes estudos, as CTM foram isoladas dos
pacientes ap0s a quimioterapia, com diferentes parametros celulares
sendo posteriormente analisados. Os resultados descritos sdo
preocupantes, porque evidenciam uma lesdo qualitativa e quantitativa
sobre as CTM, prejudicando, por exemplo, a capacidade das CTM em
fornecer suporte para a hematopoese, reducdo da capacidade de
proliferacdo e diferenciagdo, menor capacidade de secrecdo de citocinas
importantes para a hematopoese, tais como fator de células tronco (SCF
— do inglés, Stem Cell Factor), interleucinas 3 e 6 (IL-3 e IL-6), fator
estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF — do
inglés, Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor), além do
prejuizo na formagdo de coldnias CFU-F (CARLO-STELLA et al.,
1997; CAO et al., 2008).

Dentre estas evidéncias, ha trabalhos contraditérios. Em um
destes estudos, foram isoladas CTM da MO de pacientes com neoplasias
hematoldgicas e previamente submetidos a protocolos de quimioterapia.
Conforme relatado, as CTM isoladas destes pacientes ndo evidenciaram
dano qualitativo ou quantitativo dos quimioterapicos, inclusive com os
autores citando que estas células persistem na MO e se tornam mais
resistentes a apoptose apos a quimioterapia (MUELLER et al., 2006).

Aplicando um protocolo de cultura in vitro, pesquisadores
avaliaram os efeitos agudo e direto de alguns quimioterapicos sobre as
CTM. Neste estudo, os autores demonstraram que as CTM isoladas sdo
relativamente resistentes aos danos de alguns quimioterapicos, como
ciclofosfamida, bussulfan e metotrexate, entretanto, as células foram
sensiveis e lesadas de modo irreversivel por agentes como vincristina,
paclitaxel, etoposide e citarabina. Apesar disso, as CTM mantiveram a
capacidade de diferenciagdo mesmo na presenca destes medicamentos
(LI et al., 2004). Analisando estes dados, fica evidente que os efeitos
dos agentes citotoxicos no comportamento das CTM variam de acordo
com cada tipo de medicamento aplicado na terapia, permitindo afirmar
que sempre ha grau variavel de dano nestas células e, obviamente, no
MH. Todos estes dados convergem no sentido da comprovacao de danos
significativos sobre a funcionalidade das CTM e, consequentemente, ao
microambiente no qual ocorre a hematopoese na MO. No entanto, a
extensdo dos danos causados pelos medicamentos quimioterapicos
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permanece desconhecida. Estes efeitos provavelmente prejudicam o
restabelecimento da hematopoese fisiolégica apds um esquema de
tratamento quimioterapico, fato que pode tornar a recuperacdo do
paciente ainda mais complicada.

1.2.6 Placenta humana como fonte de células-tronco

Em humanos, além da placenta ser fundamental no
desenvolvimento e na nutricdo do feto ela também é uma fonte
importante de CT. Recentemente tem sido direcionado um grande
interesse na utilizacdo da placenta humana como fonte alternativa de
CT. Na medicina regenerativa, esta opcdo tem boas perspectivas,
principalmente em razdo da plasticidade fenotipica demonstrada pelas
CTM isoladas deste tecido, da disponibilidade e facilidade de obtencéo
da placenta descartada ap6s o trabalho de parto e também pelo fato de
que a utilizacdo da placenta humana néo tem problemas de ordem ética e
religiosa (PAROLINI et al., 2008).

A estrutura da placenta é complexa, e alguns estudos tém descrito
a presenca de CT em diferentes regides da placenta, além de
disponibilizar diferentes métodos de isolamento, cultivo e caracterizacdo
das CT inseridas neste tecido. Diferentes tipos de CT ja foram isoladas a
partir de diferentes porcdes da placenta: células mesenquimais,
hematopoiéticas, progenitores endodermais e também células epiteliais
amnioticas (ALVAREZ-SILVA et al., 2003). Em 2007, durante o
Workshop Internacional de Células- Tronco Derivadas da Placenta,
foram descritos critérios para identificar as CT isoladas da placenta
como CTM: capacidade em aderir ao plastico e formar colbnias de
CFU-F, expressdo de alguns marcadores de superficie celular (CD73,
CD90 e CD105, por exemplo) e potencial de diferenciar para no minimo
uma linhagem celular do mesoderma embrionario (PAROLINI et al.,
2008).

No organismo humano, ao sétimo dia apo6s a fertilizacdo ocorre a
implantacdo do blastocisto no Utero e, simultaneamente, o inicio do
desenvolvimento da placenta como um 6rgido de suporte para o
desenvolvimento embrionario. Nesta etapa, o blastocisto é constituido
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por uma massa celular interna que mais tarde ird gerar o embrido,
corddo umbilical e o epitélio amni6tico, sendo este blastocisto também
constituido por células do trofoblasto que circundam externamente a sua
estrutura. Ap6s a implantacdo do blastocisto na cavidade uterina, as
células trofoblasticas proliferam de modo intenso, proporcionando a
formac8o de uma bicamada trofoblastica: a camada interna denominada
de citotrofoblasto e a camada externa chamada de sinciciotrofoblasto.
Com a proliferacdo destas duas camadas celulares, sdo formados os
vilos primordiais da placenta e, por volta do quarto més de gestacdo, a
placenta estd completamente formada (ILANCHERAN; MOODLEY;
MANUELPILLALI, 2009).

Com relagdo a sua estrutura, a placenta é dividida em duas
regides: uma porcéo fetal denominada de placa coribnica, e outra porcéo
materna, a placa basal, sendo o Unico érgdo humano constituido por
células de dois individuos. O processo de trocas fisiologicas entre o
sangue da mde e do feto ocorre entre os vilos coridnicos e os septos
placentarios (PAROLINI et al., 2008) (figura 11). Em nosso estudo,
isolamos as CTM da porcdo fetal da placenta, na regido da placa
coribnica, proximo da insercdo do corddo umbilical.

Umbilical chord Amniochorionic membrane
Basal plate
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Figura 11. Estrutura anatdmica da placenta humana. Esquema
demonstrando as duas por¢des componentes da placenta humana: a parte
fetal representada pela placa coridnica proxima ao corddo umbilical e a
parte materna representada pela placa basal. Tradugdes: myometrium
(miométrio), basal plate (placa basal), umbilical chord (cordao
umbilical), amniochorionic membrane (membrana amniocoribnica),
chorionic plate (placa coribnica), villi (vilosidades), placental septa
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(septo placentario), cotyledons (cotilédones). Fonte: Adaptado de:
PAROLINI et al., 2008.

As CT derivadas da placenta humana apresentam alta taxa de
proliferacdo, podem ser mantidas por até 20 passagens e, a0 mesmo
tempo em que sdo células multipotentes também expressam alguns
marcadores de pluripoténcia que seriam exclusivos das CTE, tais como
Oct-4 (do inglés, Octamer-4), Nanog e nestina. Portanto, tanto a MO
como a placenta humana podem ser fontes de CTM, sendo que estas
células compartilham das mesmas caracteristicas morfoldgicas,
funcionais e imunofenotipicas, podendo ser isoladas com o método de
aderéncia ao plastico, o qual ja é descrito também para a obtencéo das
CTM oriundas da MO (MIAO et al., 2006). Similarmente as células da
MO, as CT derivadas da placenta também apresentam um estado
multidiferenciado, expressando diversos genes de ectoderma,
endoderma e mesoderma (AKIVA; DALE, 2008). Todos estes trabalhos
sugerem a placenta humana como fonte alternativa de CTM humanas,
permitindo que as CTM oriundas da placenta humana possam ser
aplicadas em modelos clinicos de estudo (BARLOW et al., 2008),
inclusive em nosso trabalho, facilitando a execucdo e compreensdo dos
efeitos do MI especificamente na populagdo de CTM.
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2 JUSTIFICATIVA

Inicialmente, considerava-se que o MI pouco influenciava a
hematopoese fisiodgica em pacientes com LMC, porém, estudos tém
relatado que o MI pode afetar progenitores hematopoiéticos normais
(DEWAR et al., 2003). Nestes progenitores, foi demonstrado que o Ml
compromete a mobilizacdo, proliferacio e diferenciacéo, representando
risco de mielossupressdo para os pacientes que utilizam o medicamento.
Além disso, nas células hematopoiéticas normais, os efeitos do MI
foram caracterizados como concentracdo-dependente e reversiveis,
podendo afetar todas as linhagens hematopoiéticas em grau variado
(APPEL et al., 2005).

Outros medicamentos aplicados no tratamento de neoplasias
hematoldgicas também tém sido descritos como danosos para as CTM
normais, prejudicando, por exemplo, a capacidade de expansdo,
clonogenicidade e diferenciacdo destas celulas in vitro (DE LIMA
PRATA et al, 2010). Sendo importante constituinte celular do
microambiente da MO, as CTM sdo sensiveis a estes agentes
farmacoldgicos e o dano a estas células pode refletir danos também para
a hematopoese normal. Paclitaxel, vincristina, etoposite, dentre outros
medicamentos, ja foram descritos como citotdxicos para as CTM
normais, comprovando os efeitos inespecificos destes agentes nas CTM
normais (LI et al., 2004). Ja foi demonstrado também que as CTM
isoladas da MO de pacientes com LMC ndo expressam 0 cromossomo
Ph (CARRARA, et al., 2007), apesar disso, 0 MI, além de afetar as
células hematopoiéticas normais, pode também exercer efeitos graves
nas células que compdem o estroma medular in vitro (MELZER et al.,
2004). Agrupando estes dados, justificamos nosso trabalho na
necessidade e importancia de se avaliar os efeitos do MI de forma
especifica sobre as CTM normais provenientes de placenta humana,
visando compreender melhor estes possiveis efeitos inespecificos em
nivel celular, o que pode auxiliar a compreender as possiveis alteraces
celulares que ocorrem in vivo em pacientes que utilizam o medicamento.
Além disso, o trabalho também permitird avaliar os riscos que este
medicamento pode exercer na placenta de pacientes gestantes e com
diagnostico de LMC.
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Este trabalho também é uma continuidade dos estudos do nosso
grupo de pesquisa. Ja foram avaliados, até 0 momento, os efeitos do Ml
em nivel de MO em pacientes com LMC (JESUS; VITURI, 2008), além
dos seus efeitos em progenitores hematopoiéticos e células estromais
normais de camundongos. No presente trabalho, buscamos avaliar o0s
possiveis efeitos do medicamento na populacdo de células que é
precursora dos componentes celulares estromais normais da MO: as
CTM humanas.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Analisar parametros relacionados ao comportamento de células-
tronco mesenquimais normais, derivadas de placenta humana e expostas
ao Mesilato de Imatinibe in vitro.

3.2 Obijetivos Especificos

e Identificar e caracterizar as CTM isoladas da placenta humana
com metodologias preconizadas para tal fim;

e Avaliar a viabilidade, proliferacdo celular e morfologia das CTM
expostas ao Ml;

e Analisar o efeito do MI na diferenciacdo osteogénica e
adipogénica das CTM humanas;

e Analisar a expressdo imunocitoquimica de fibronectina e alguns
marcadores de pluripoténcia em cultura de CTM humanas na
presenca do medicamento;

e Avaliar o possivel mecanismo de morte celular induzida pelo Ml;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencdo da Placenta Humana

As amostras de placenta humana foram obtidas por meio de
colaboragdo com o Hospital Universitario da Universidade Federal de
Santa Catarina (HU-UFSC), na qual gestantes com saude qualificada e
apos trabalho de parto & termo doaram a placenta mediante assinatura de
um termo de consentimento livre e esclarecido. Tal termo procurou
esclarecer as doadoras e também os familiares quanto ao proposito do
estudo, linha de pesquisa e seriedade com que a mesma seria conduzida.
E importante ressaltar que estes procedimentos foram anteriormente
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos —
UFSC, sob o nimero de protocolo 198/03-CEPSH/PRPG.

Imediatamente apds o trabalho de parto a termo, uma pequena
porcdo da placenta foi coletada e armazenada em recipiente estéril
contendo salina tamponada por fosfato pH 7,4 (PBS, Sigma), sendo
encaminhada ao laboratério para a realizacdo do isolamento e cultura
celular. Este fragmento de placenta foi coletado da regido subjacente a
placa coridnica localizada na porcdo fetal deste anexo embrionario,
préximo ao local de insercéo do corddo umbilical. Neste trabalho, foram
utilizadas trés amostras distintas de placenta humana, o que permitiu a
realizacdo dos diferentes protocolos experimentais em triplicata.

4.2 Isolamento e cultivo de células-tronco mesenquimais humanas

Os fragmentos de placenta humana coletados possuiam
aproximadamente 1 cm?, sendo posteriormente dissociados mecanica e
enzimaticamente com pancreatina 6,25 g/L (Sigma) durante 20 minutos
em temperatura ambiente. O fragmento do tecido foi dissociado de
forma homogénea e centrifugado a 300 x G por 5 minutos. Ap6s a
dissociacdo do tecido, este foi ressuspendido em meio de cultura de
Iscove’s modificado por Dulbecco’s (IMDM, Gibco) suplementado com
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10.000 U/mL de penicilina e 10.000 pg/mL de estreptomicina (PS,
Gibco) e 10% de Soro Bovino Fetal (SBF, Cultilab), conforme
orientacbes do fabricante. Na etapa seguinte, as células foram
transferidas para garrafas de cultura de 25 cm? (Corning) contendo 5,0
mL de meio de cultura IMDM, e mantidas em estufa Umida (Revco)
com temperatura de 37°C e 5% de CO,. A cada 4 dias metade do meio
de cultura foi trocado e as células ndo aderentes descartadas. Deste
modo, as células-tronco mesenquimais humanas (CTMs) foram
selecionadas pela sua capacidade de adesdo ao pléastico, ja que as células
ndo aderentes foram sendo removidas com as trocas periddicas do meio
de cultura.

Ap0s duas semanas, quando a monocamada de CTMs aderentes
alcancava confluéncia de aproximadamente 80 a 90%, as mesmas eram
lavadas com PBS pH 7,4, tripsinizadas e realizada a expansdo das
células para as passagens utilizadas no estudo. Para a tripsinizacdo, as
CTMs foram dissociadas do plastico com a aplicacdo de solucdo de
tripsina 0,05% (Sigma) suplementada com acido
etilenodiaminotetracético 0,02% (EDTA, Sigma) em temperatura
ambiente (TA) durante 3 minutos. Apds a dissociacdo da monocamada
celular, a enzima foi inativada com a adicdo de SBF. A suspensdo
celular foi centrifugada a 300 x G por 5 minutos para obtencéo do pellet
celular, e o mesmo foi ressuspenso em meio de cultura IMDM
suplementado com 10% de SBF, com as células sendo transferidas para
uma nova garrafa de cultura (passagem 1). As células foram repicadas
de 5 a 10 vezes, sendo estas também as passagens utilizadas nos
experimentos. A cultura celular foi constantemente monitorada com a
utilizacdo de microscépio invertido Olympus CK40. As garrafas de
cultura foram utilizadas basicamente para a expansdo e repique das
CTMs, enquanto que para 0s ensaios analiticos foram utilizadas
principalmente placas de 24 cavidades (Corning). Na placa de 24
cavidades o volume de meio utilizado foi 1,0 mL com cultivo inicial de
1 x 10* células/mL/cavidade e, nas garrafas de 25 cm?, volume final de
5,0 mL de meio de cultura com cultivo inicial de 2 x 10° células/garrafa.
A contagem das células para os protocolos experimentais sempre foi
ajustada apos quantificacdo das mesmas em hemocitdmetro. Na placa de
24 cavidades e no tempo de cultura celular de 4 dias foi o periodo em
que as células do grupo controle atingiram a confluéncia da
monocamada celular.
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4.3 Preparo do meio de cultura

O meio de cultura utilizado no protocolo de cultivo celular foi o
meio IMDM suplementado com 10% de SBF (v/v), 10.000 U/mL de
penicilina e 10.000 pug/mL de estreptomicina. O meio base IMDM em
p6 foi diluido em agua de Mili-Q estéril e filtrado a vacuo com
membrana de 0,22 pm (Sigma), conforme orientacfes do fabricante. O
antibiotico foi adicionado ao meio no momento do seu preparo,
enquanto que a suplementacdo com 10% de SBF foi realizada somente
no momento da utilizacdo do meio de cultura durante os experimentos.
As aliquotas de meios preparados foram armazenadas sob refrigeracdo
com temperatura de aproximadamente 4°C.

4.4 Obtencédo e preparo do Mesilato de Imatinibe

Os comprimidos com 400 miligramas (mg) de Mesilato de
Imatinibe (MI, Glivec® - Novartis) foram obtidos através de doacéo do
Centro de Pesquisas Oncologicas de Santa Catarina (CEPON-SC).
Também esclarecemos que os comprimidos cedidos ao estudo foram
medicamentos devolvidos anteriormente pelos pacientes, 0s quais por
algum motivo interromperam o uso, ndo comprometendo, portanto, a
distribuicdo e o0 estoque do medicamento disponivel aos demais
pacientes em tratamento.

Foram preparadas solugdes estoque do MI na concentracdo de 10
UM, através da trituracdo do comprimido sendo que o p6 obtido foi
dissolvido em 68 mL de uma solugdo contendo dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma) e agua de Mili-Q estéril 1:1 (v/v). Esta solucdo estoque
do medicamento (10 uM) foi filtrada & vacuo em membrana de 0,22 um
e em seguida acondicionada na forma de aliquotas em tubos eppendorfs.
Estas aliquotas foram mantidas congeladas em freezer (-20°C) e
somente descongeladas no momento da aplicacdo nos experimentos. Em
trabalho realizado por BARTOLOVIC (2004), a concentracao final de
DMSO quando o MI foi adicionado na cultura celular oscilou entre 0,1 e
0,37% e ndo exerceu efeito inibitorio e interferente sobre o crescimento
das células neste estudo. Em nosso trabalho, a preparagdo da solucéo
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estoque do medicamento foi realizada de acordo com este trabalho
citado e, portanto, ndo foi realizada a quantificacdo da concentragdo
final de DMSO em nosso protocolo de cultivo celular. Para a utilizacdo
nos experimentos, a solugdo estoque do medicamento foi descongelada
em banho-maria & 37°C e diluida em meio de cultura IMDM conforme
cada concentragdo a ser avaliada. O medicamento foi adicionado no
primeiro dia de cultivo celular e novamente acrescentado durante as
trocas de meio em concentracdo proporcional ao volume de meio
trocado. O grupo controle positivo dos experimentos foi constituido
somente pelas células na auséncia do M.

4.5 Viabilidade celular

Nesta técnica, a viabilidade celular foi determinada com a
aplicacdo do método do brometo de dimetilazol difeniltetrazélio (MTT,
Sigma). O MTT é um sal de tetrazo6lio de coloragdo amarela que, na
presenca de atividade mitocondrial, é reduzido e precipitado para um
derivado de formazana com coloracdo azul, indicando, portanto,
presenca ou ndo de atividade mitocondrial nas células. Apenas as células
viaveis metabolizam este sal, sendo um método que permite quantificar
a viabilidade celular. Inicialmente, 1 x 10* células/mL foram adicionadas
em placas de 24 cavidades e expostas ao MI durante 4 dias, nas
seguintes concentracdes: 0 uM (controle positivo), 1,0 uM, 2,5 uM, 5,0
UM, 10 pM e 15 pM do MI, sendo estas as concentragdes do
medicamento testadas na maioria dos experimentos. Chegamos ao
consenso do estudo destas concentragbes do MI apds experimentos
iniciais que indicaram estas concentragGes como as de maior interesse
para avaliacdo. Apo6s 4 dias de cultura e exposicdo das células ao Ml, o
sobrenadante foi removido e substituido por meio de cultura IMDM
contendo 10% (v/v) de solugdo de MTT (5,0 mg/mL em PBS pH 7,4)
durante 3 horas & 37°C. Na etapa posterior, o sobrenadante foi
cuidadosamente removido e os cristais de formazana dissolvidos com
solucdo de Isopropanol (Merck), sendo o sobrenadante transferido para
placas de 96 cavidades (Corning). A leitura das absorbancias das
amostras foi realizada em espectrofotdmetro Microwell Systems
(Organon Teknika), no comprimento de onda de 540 nm, sendo a
densidade o6ptica do grupo controle considerada como parametro de
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100% de viabilidade celular na comparagdo com 0s grupos expostos ao
MI. A IC50 para o medicamento nestas células (concentracdo inibitdria
de 50%) foi calculada através da equacdo da reta.

4.6 Andlise da morfologia celular

Para analisar a morfologia celular, foi adicionado 1 x 10*
células/mL em placas de 24 cavidades durante 4 dias, e as mesmas
expostas ao MI nas concentragfes ja descritas no item anterior. Apds a
cultura celular, as ceélulas foram observadas e fotografadas em
microscopio de contraste de fase Olympus CK40, e a avaliagdo
morfoldgica realizada com as imagens captadas. Em todos os protocolos
experimentais que resultaram em fotografias foram captadas 20 imagens
para cada cavidade da placa de cultivo celular, permitindo a analise de
area significativa da monocamada celular.

4.7 Caracterizacdo celular por imunofenotipagem

A caracterizagdo das CTMs utilizadas nos experimentos foi
realizada com técnica de imunofenotipagem, utilizando para esta
finalidade um painel de anticorpos monoclonais, 0s quais reconhecem
antigenos de superficie na membrana celular. Neste painel, foram
utilizados o0s seguintes anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos: CD45 FITC, CD73 PE, CD90 FITC e CD105 PerCP
(Becton Dickinson). Para tal caracterizacdo, as células foram cultivadas
em garrafas de 25 cm? até atingir a confluéncia da monocamada celular,
entre 0 quinto e o décimo repique, ou seja, nas mesmas passagens que
foram utilizadas nos experimentos. Apés lavagem e tripsinizacdo da
monocamada de células, aliquotas de 100 pL de susgenséo celular
diluida em PBS pH 7,4 e contendo aproximadamente 10° células foram
colocadas em tubos de citometria, previamente identificados com os
diferentes anticorpos do painel descrito anteriormente. A seguir, foram
adicionados 5,0 pL dos anticorpos monoclonais conjugados aos
fluorocromos e as amostras incubadas no escuro, por 30 minutos e sob
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temperatura de 4°C. Apo6s a incubacdo com os anticorpos, foram
adicionados 2,0 mL de PBS pH 7,4 em cada tubo, e as amostras
centrifugadas a 300 x G por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
novamente adicionado 2,0 mL de PBS pH 7,4 em cada tubo para nova
centrifugacdo. Cada pellet celular foi ressuspenso em 200 uL de PBS
pH 7,4. Também foram preparados tubos com controles positivo e
negativo dos anticorpos conjugados aos fluorocromos, justamente para
uma adequada calibracéo do citdmetro de fluxo, analise dos resultados e
definicdo de positividade das amostras. As células marcadas foram
adquiridas e a intensidade de fluorescéncia captada através de citbmetro
de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson), e os dados obtidos
analisados com o software FACSDiva (Becton Dickinson).

4.8 Proliferacéo celular

A proliferagdo celular foi avaliada através do ensaio de
incorpora¢do com 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU, Invitrogen), que
corresponde a um analogo da timidina e incorpora no DNA das células
que estdo proliferando. Nesta metodologia, foram adicionadas 1 x 10*
células/mL em placas de 24 cavidades, sendo expostas ao MI durante
24, 48, 72 e 96 horas nas mesmas concentra¢Ges utilizadas no ensaio
descrito no item 4.5. ApGs os periodos de tempo acima descritos, as
células foram incubadas com BrdU 1,0 pg/mL durante 24 horas em
estufa de cultivo celular. Apds esta incubacao, as células foram fixadas
com paraformaldeido 4% (Merck) durante 30 minutos em TA. Em
seguida, foram lavadas duas vezes com agua destilada e incubadas com
acido cloridrico 2N (Sigma), durante 30 minutos e & 37°C. Em seguida,
as células foram lavadas novamente com PBS pH 7,4 e iniciada a reacdo
imunocitoquimica, conforme descrita no item 4.10. As fotos com 0s
nacleos marcados nos ensaios de proliferagdo também foram utilizadas
para determinar a contagem de nicleos picnéticos nas CTMs expostas
ao MI. Também através destas imagens foi calculada a taxa percentual
de proliferacdo, com a relagcdo entre o0s ndcleos que incorporaram o
BrdU e os nlcleos totais que captaram DAPI.
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4.9 Diferenciacdo celular

4.9.1 Diferenciacdo osteogénica

Para a inducdo de diferenciagcdo osteogénica, foram adicionadas 1
x 10* células/mL em placas de 24 cavidades, contendo meio IMDM
acrescido de 10% de SBF até a obtencdo da confluéncia celular. Apés a
confluéncia, as células foram expostas ao Ml e 0 meio de cultura IMDM
inicialmente utilizado foi substituido pelo meio especifico de indugéo
osteogénica, composto de: meio de Dulbecco’s modificado por Eagle’s
(DMEM, Invitrogen) acrescido de 10% de SBF, 10.000 U/mL de
penicilina, 10.000 pg/mL de estreptomicina, 3,15 mg/mL de fB-
glicerolfosfato (Sigma), 5,0 pg/mL de 4cido ascorbico (Sigma) e 10 M
de dexametasona (Sigma), sendo estas as concentragBes finais dos
componentes do meio indutor osteogénico. Foi realizado tanto um
controle negativo, que consistiu apenas de células e o meio IMDM, e
também o controle positivo das células com o meio indutivo
osteogénico. As células foram mantidas por aproximadamente 30 dias
em estufa de cultivo celular, sendo 0 meio indutivo parcialmente trocado
a cada 3 dias. Ap6s a diferenciacdo, as células e a matriz Gssea
depositada na placa de cultura foram lavadas com PBS pH 7,4 e fixadas
com paraformaldeido 4%, sendo posteriormente coradas. Protocolo de
coloracdo: 2 g de Alizarin Red S (Sigma) em p6 foram dissolvidos em
90 mL de &gua deionizada. O pH desta solugdao foi conferido e ajustado
para 4,1 com a adi¢cdo cuidadosa de solucdo de hidroxido de aménia
(Sigma). Em seguida, o volume da solu¢do foi completado para 100 mL
com &gua deionizada, e a solucdo filtrada com papel de filtro para
remover precipitados. Para a coloragdo, foram adicionados 300 uL da
solucdo estoque de Alizarin Red S na monocamada celular durante 5
minutos. Apoés esta etapa, o corante foi descartado e a monocamada
celular lavada 3 vezes com &gua deionizada. A matriz extracelular
contendo calcio e secretada pelos osteoblastos foi observada e
fotografada em microscopio de contraste de fase Olympus CK40.
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4.9.2 Diferenciacéo adipogénica

O procedimento da inducdo de diferenciacdo das células em
adipocitos foi similar ao anterior, com exce¢do do meio indutivo que foi
composto de: meio de cultura DMEM acrescido de 10% de SBF, 10.000
U/mL de penicilina, 10.000 pg/mL de estreptomicina, 10 pg/mL de
insulina (Sigma), 100 pM de indometacina (Sigma) e 10° M de
dexametasona (Sigma), sendo estas as concentragdes finais do meio
indutor adipogénico. Tal como na indugdo osteogénica, foi realizado o
controle negativo e positivo. O meio de cultura foi parcialmente trocado
a cada 3 dias, durante aproximadamente 30 dias de inducdo da
diferenciacdo. Ap6s o periodo de inducdo da diferenciacdo, as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% e os vacuolos lipidicos dos
adipocitos corados. Protocolo de coloragdo: 3,75 g de Oil Red O
(Sigma) em p6 foram dissolvidos em 100 mL de isopropanol (Sigma).
Esta solucdo foi misturada com dois volumes de &gua deionizada e
filtrada com papel de filtro. Para a coloracéo, foram adicionados 300 pL
de solucdo estoque de Oil Red O na monocamada celular, durante 5
minutos. Em seguida, o corante foi descartado e a monocamada celular
lavada 3 vezes com 4gua deionizada. Os vacuolos lipidicos
caracteristicos dos adipdcitos corados com Oil Red O foram observados
e fotografados em microscépio de contraste de fase Olympus CKA40.

4.10 Andlise Imunocitoquimica

Para a realizacdo dos ensaios de imunocitoquimica, as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 30 minutos em TA,
lavadas 3 vezes com PBS e, quando necessario, permeabilizadas com
PBS Triton 0,25% (Sigma) por 30 minutos em TA, para abertura de
poros na membrana celular, quando do antigeno pesquisado ser
intracelular. Em seguida, foram bloqueados os sitios inespecificos com
solugdo de PBS pH 7,4 contendo 5% de SBF, durante 40 minutos. Logo
apos, as células foram submetidas a reacdo imunocitoquimica com
anticorpos primarios especificos para os antigenos a serem detectados,
conforme descrito na tabela 4. A incubacdo das células com os
anticorpos primarios teve duracdo de 1 hora em TA. Ap6s a incubagéo
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com 0s anticorpos primarios, foram realizadas trés lavagens com PBS
Tween 0,05% (Sigma). Na sequéncia, foram incubados os anticorpos
secundarios por 1 hora em TA, e descritos na tabela 5. Ap6s a incubacéo
com os anticorpos secundarios, as células foram novamente lavadas com
PBS Tween 0,05%. O nicleo das células foi evidenciado através da
utilizacdo do corante 4-6-diamino-2-fenilindol 50 ng/mL (DAPI, Sigma)
diluido 1:1000 em PBS pH 7,4 por 30 segundos na monocamada celular,
para a quantificacdo do nimero total de células. Especialmente para a
marcagdo da expressdo de Nanog e OCT4, foi realizada a amplificagdo
da reacdo imunocitoquimica com a utilizacdo de anticorpos secundarios
biotinizados, seguido da incubacdo com Streptavidina (Perkin-elmer) e a
revelacdo da reacdo com a Tyramida (Dako). As marcagdes
fluorescentes da expressdo fenotipica nas células foram observadas e
fotografadas com microscdpio de epifluorescéncia Olympus 1X71. Na
andlise imunocitoquimica foram fotografados e quantificados, quando
necessario, 20 campos microscopicos de cada cavidade de cultura
celular para cada amostra de placenta humana, apos trés experimentos
independentes.

Tabela 4. Anticorpos primarios aplicados na imunocitoquimica.

Fendtipo Anticorpo primario
Proliferacéo celular Anti-BrdU 1gG1 de camundongo
(Calbiochem)
Fibronectina Anti-fibronectina 1gG de coelho
(Dako)
Nanog Anti-Nanog 1gG de coelho (Chemicon)

OCT4 Anti-OCT4 1gG de coelho (Chemicon)
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Tabela 5. Anticorpos secundarios aplicados na imunocitoquimica.

Anticorpos Secundarios

Anti-1gG de coelho conjugado ao Texas Red (Txrd, Southern Biotech)

Anti-IgG de camundongo conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC, Southern Biotech)

Anti-IgG de coelho conjugado a biotina (Sigma)

4.11 Laranja de Acridina/Brometo de Etidio

Para avaliar o possivel mecanismo de morte celular que o
medicamento poderia exercer nas CTMs, foram utilizados dois corantes
fluorescentes para visualizacdo de células apoptéticas: laranja de
acridina e o brometo de etidio. Nesta metodologia, as células viaveis
exibem coloracdo verde oriunda do laranja de acridina, enquanto que as
células inviaveis demonstram coloracdo alaranjada, proveniente da
incorporacdo do brometo de etidio. Para esta andlise, foram adicionadas
1 x 10* células/mL sobre laminulas circulares e em placas de 24
cavidades durante 4 dias, sendo expostas a0 MI nas mesmas
concentragBes descritas no item 4.5. Apés o cultivo celular, as laminulas
foram cuidadosamente retiradas da placa e colocadas sobre laminas de
microscopia. Foi preparada uma solugdo contendo volumes iguais de
laranja de acridina 10 pg/mL e brometo de etidio 10 pg/mL. As
laminulas contendo as células e os corantes fluorescentes foram
recobertas com outras laminulas por 10 minutos em TA. Apés a
incubagdo, as ladminas foram observadas e fotografadas com
microscopio de fluorescéncia Olympus BX41.
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4.12 Analise estatistica

Todos os procedimentos descritos foram realizados em triplicata,
ou seja, trés experimentos independentes. Os resultados serdo
apresentados como média + desvio padrdo, os quais foram calculados,
plotados em gréficos e analisados estatisticamente com o programa
GraphPad Prisma 5 (GraphPad Software). O teste estatistico aplicado foi
a andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pela analise post
hoc que foi o teste t de Tukey. Também foi aplicada a analise de
variancia de duas vias (ANOVA) quando da comparacdo entre duas
variaveis. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo das células-tronco mesenquimais

O método de isolamento das células por aderéncia ao pléastico e
com meio de cultura IMDM suplementado com 10% de SFB mostrou
ser eficiente em nosso estudo. As CTM humanas sdo caracterizadas pela
morfologia fibroblastdide, capacidade para diferenciar para no minimo
duas linhagens mesodermais especificas, e também por um painel
padrdo de expressdo imunofenotipica.

Conforme demonstrado na figura 12-A, as células utilizadas em
nosso estudo apresentaram morfologia fibroblastoide e também
demonstraram, com a utilizacdo de meios indutores da diferenciacéo,
capacidade para diferenciar em células da linhagem mesodermal, tais
como adipdcitos e osteoblastos (figura 12 B e C, respectivamente)

A detecgdo da expressdo de antigenos de superficie nas células
foi realizada através de citometria de fluxo pela técnica de
imunofenotipagem. Os resultados demonstrados nos histogramas da
figura 13 indicam um painel de anticorpos o qual foi aplicado para a
caracterizacdo celular. Conforme ja descrito na introducdo deste
trabalho, as células mesenquimais ndo expressam marcadores de células
hematopoiéticas, tais como CD45 e CD34, enquanto que expressam, em
diferentes niveis de intensidade, antigenos como CD73, CD90 e CD105.
Nossos resultados demonstram que as células utilizadas em nosso estudo
apresentam baixa expressdo de CD45 (0,6%) e expressdo de CD73
(75%), CD90 (66,5%) e CD105 (62%) em maior intensidade. Portanto,
nossas células foram caracterizadas por serem realmente CTM porque
demonstraram morfologia do tipo fibroblastoide, foram capazes de
diferenciar em linhagens mesodermais especificas e também se
caracterizaram por apresentar um painel de expressdo imunofenotipica
consistente com a literatura cientifica (figuras 12 e 13).
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Figura 12. Caracterizacdo morfologica e fenotipica de células-
tronco mesenquimais humanas. (A) morfologia celular fibroblastdide:
(B) diferenciacdo celular para adipécitos e (C) diferenciacéo celular em
osteoblastos.  Fotografias representativas de trés experimentos
independentes realizados nas mesmas condicdes experimentais. Imagens
obtidas em microscopio de contraste de fase. Em (B), seta indicando
vacuolos lipidicos de adipdcito corado em vermelho com solucéo de Oil
red O e na figura (C) setas indicando a deposi¢do de matriz dssea
também em coloracdo vermelha oriunda do corante Alizarin Red S.
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Figura 13. Imunofenotipagem de células-tronco mesenquimais
obtidas de placenta humana na quinta passagem. A expressao
antigénica das glicoproteinas de superficie que caracterizam um painel
de anticorpos foi avaliada por citometria de fluxo pela técnica de
imunofenotipagem e encontra-se expressa na forma de histogramas. As
células avaliadas demonstraram baixa expressio do marcador
hematopoiético CD45 e expressdo positiva de CD73, CD90 e CD105.

5.2 Influéncia do Mesilato de Imatinibe na viabilidade celular

Inicialmente avaliamos o efeito do medicamento sobre a
viabilidade das células e, também, determinamos a concentracdo
inibitéria de 50% (IC50) do MI neste estudo. Ap6s 4 dias de exposicao
ao medicamento, observamos uma reducdo gradual e estatisticamente
significativa da viabilidade celular a partir da concentracdo de 2,5 pM.
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A concentracdo de 1,0 uM do MI ndo demonstrou efeito significativo e,
portanto, ndo foi avaliada nas demais metodologias aplicadas, assim
como a concentracdo de 20 uM, a qual demonstrou reduzir em 100% a
viabilidade celular. A 1C50 do medicamento nas CTM foi calculada
através de equacdo matematica da reta com o auxilio do software
Microsoft Office Excel 2007, sendo o valor da IC50 de 8,7 uM (figura
14).
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Figura 14. Influéncia do Mesilato de Imatinibe na viabilidade de
células-tronco mesenquimais humanas apés 4 dias de cultura
celular. A viabilidade celular foi avaliada através do método do MTT,
conforme descrito no item 4.5. O grupo controle positivo (C+, células
cultivadas na auséncia do MI) corresponde a 100% de viabilidade
celular. Cada ponto no grafico representa a média + desvio padrdo
obtido de trés experimentos independentes realizados nas mesmas
condicBes experimentais. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 demonstram
diferenca estatistica significativa na comparagdo com o grupo controle
através do teste ANOVA de uma via seguido pelo teste t de Tukey.
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5.3 Morfologia das células expostas ao Mesilato de Imatinibe

Avaliamos também a interferéncia do MI na morfologia celular
(figura 15). Para esta analise, as células foram cultivadas e expostas ao
medicamento durante 4 dias. Conforme demonstrado na figura 15, as
células do grupo controle positivo apresentam morfologia com aspecto
normal, isto é, do tipo fibroblastdide. Nos grupos expostos ao
medicamento, foram  evidenciadas  alteragbes  morfoldgicas,
principalmente nas maiores concentragdes do MI. Dentre as alteraces
morfol6gicas observadas, ha certo grau de deformacdo nas células
expostas a0 medicamento. Quando expostas ao medicamento, algumas
células sdo muito alongadas e delgadas, enquanto outras sdo curtas e
alargadas, comprovando a interferéncia do MI na morfologia celular
(figuras 15 e 16). Também fica evidente o decréscimo da confluéncia
celular conforme o progressivo aumento na concentracdo do MlI, dado
este que fica correlacionado ao observado também no ensaio de
viabilidade celular.
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Figura 15. Morfologia de células-tronco mesenquimais humanas
expostas ao Mesilato de Imatinibe durante 4 dias. (A) células do
grupo controle positivo (cultivadas na auséncia do MI). Grupos expostos
ao medicamento: (B) 2,5 uM; (C) 5,0 uM; (D) 10 puM; (E) 15 uM.
Fotografias representativas de trés experimentos independentes
realizados nas mesmas condi¢Bes experimentais. Imagens obtidas em
microscopio de contraste de fase e com ampliacdo de 200x.
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Figura 16. Morfologia de células-tronco mesenquimais humanas do
grupo controle comparadas com células do grupo da IC50. (A)
células do grupo controle positivo (cultivadas na auséncia do Ml); (B)
células do grupo IC50 (8,7 uM). Fotografias representativas de trés
experimentos independentes realizados nas mesmas condicGes
experimentais. Imagens obtidas em microscopio de contraste de fase e
com ampliacdo de 200x.

Na figura 16 (comparacéo do grupo controle positivo e grupo da
IC50 do MI) fica evidente o efeito do medicamento na alteragdo da
morfologia normal das CTM. Na imagem B da figura 16, podemos
observar que enquanto algumas células séo curtas e alargadas, outras
células sdo compridas e delgadas, comprovando a deformagdo celular
observada nas células expostas ao medicamento.

5.4 Interferéncia do Mesilato de Imatinibe na proliferacéo celular

Para avaliar a proliferacdo celular utilizamos o método de
incorporagdo do BrdU, que é um andlogo da timidina e que ¢é
incorporado no nucleo das células que estdo proliferando, sendo
posteriormente detectado com técnica imunocitoquimica. Também foi
quantificado o nimero total de nucleos, através da incorporacdo de
DAPI. Deste modo, foi estabelecida uma relagdo percentual da taxa de
proliferacdo celular apds a quantificacdo dos ndcleos celulares com as
fotografias obtidas.

Os resultados estdo ilustrados nas figuras 17 e 19 e demonstram
inibicdo da proliferacdo celular de acordo com as diferentes
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concentrages do medicamento testadas, ou seja, um efeito
concentracdo-dependente. Estes dados indicam um efeito inibitdrio do
MI na proliferacdo celular, sendo a taxa de proliferacdo inversamente
proporcional a concentracdo do medicamento. O efeito inibitério do Ml
na proliferacdo celular foi estatisticamente significativo principalmente
a partir da concentracdo de 5,0 uM nos diferentes tempos de exposicéo
avaliados. Para a comparacdo da influéncia das variaveis tempo e
concentracdo na proliferacdo celular, aplicamos a andlise estatistica de
variancia (ANOVA) de duas vias. O tempo de exposicdo ao MI foi
responsavel por 27,7% da variancia total, enquanto que a concentracéo
do medicamento contribuiu com 62,9% desta variancia. A variancia
inlfuenciada pelo tempo e pela concentragdo foi extremamente
significativa na andlise da proliferacdo celular (p < 0,0001),
demonstrando que as duas variaveis analisadas e comparadas
contribuiram significativamente para o efeito do MI em reduzir a
proliferacdo celular de modo concentragdo-dependente nas CTM.
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Figura 17. Avaliacdo da proliferacdo celular por incorporacgédo do
BrdU em células- tronco mesenquimais humanas expostas ao
Mesilato de Imatinibe. As células foram expostas ao medicamento nos
respectivos periodos de tempo e concentragBes indicados na figura
acima. Apos reagdo imunocitoquimica, os nlcleos foram quantificados
conforme a incorporacdo do BrdU, a partir de fotografias representativas
obtidas em microscopio de epifluorescéncia. Cada ponto no gréfico
representa a média * desvio padrdo obtido de trés experimentos
independentes realizados nas mesmas condi¢des experimentais. *
p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 demonstram diferenca estatistica
significativa na comparacd%o com o grupo controle através do teste
ANOVA de uma via seguido pelo teste t de Tukey.
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Figura 18. Expressdo imunocitoquimica de BrdU e DAPI em
cultura de células tronco- mesenquimais humanas expostas ao
Mesilato de Imatinibe durante 2 dias. (A) células do grupo controle
positivo (cultivadas na auséncia do MI). Grupos expostos ao
medicamento: (B) 2,5 uM; (C) 50 uM; (D) 10 uM; (E) 15 pM.
Fotografias representativas de trés experimentos independentes
realizados nas mesmas condicfes experimentais. Imagens obtidas em
microscopio de fluorescéncia ap6s reacdo imunocitoquimica.
Evidenciados em azul os nlcleos DAPI positivos e em verde os nucleos
de células proliferando e que captaram o BrdU.
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Figura 19. Gréafico comparativo da proliferacdo celular por
incorporacdo do BrdU em células-tronco mesenquimais humanas
expostas ao Mesilato de Imatinibe. Grafico de linhas permitindo
observar a influéncia do medicamento na taxa de proliferacdo de células
tronco mesenquimais humanas, ilustrando os mesmos dados da figura
anterior, porém, com outro modo de ilustracao.

5.5 Quantificacdo de nicleos corados pelo DAPI

Os ndcleos corados com o DAPI através de reacdo
imunocitoquimica foram quantificados a partir de fotografias obtidas em
microscopio de epifluorescéncia. Este valor reflete o nimero total de
células nos grupos avaliados. Através da quantificacdo dos nucleos,
observamos um efeito similar do Ml tal como o que foi observado no
ensaio de viabilidade celular, com uma reducdo gradual na quantidade
de nicleos conforme o progressivo aumento na concentragcdo do
medicamento (figura 20). Assim como também observado e descrito no
ensaio de viabilidade celular, o MI exibiu um efeito inibitdrio similar
nos dois periodos de tempo estudados.
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Figura 20. Quantificacdo de nucleos de células-tronco mesenquimais
humanas expostas ao Mesilato de Imatinibe e corados com DAPI.
As células foram expostas ao medicamento durante 48 e 96 horas e 0s
nicleos corados pelo DAPI quantificados. Cada ponto no grafico
representa a média * desvio padrdo obtido de trés experimentos
independentes realizados nas mesmas condi¢cbes experimentais. **
p<0,01, ***p<0,001 indicam diferenca estatistica significativa na
comparagdo com 0 grupo controle através do teste ANOVA de uma via
seguido pelo teste t de Tukey.

5.6 Diferenciacéo celular para osteoblastos

Avaliamos a possibilidade de o medicamento exercer efeito sobre
a diferenciacdo osteogénica das CTM (figura 21). Neste experimento
observamos que o MI parece estimular as células no sentido da
diferenciacdo osteogénica, promovendo uma maior deposi¢cdo de matriz
0ssea noOS Qgrupos expostos ao medicamento, principalmente na
concentracdo de 2,5 M, e em menor grau ha concentracdo de 5,0 uM.
Como o protocolo de diferenciagdo teve duracdo mais prolongada que as
demais culturas, obviamente as células expostas a concentracdes de 10
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MM e 15 uM do MI resultaram em processo de morte celular antes do
término do experimento e, portanto, ndo estdo inclusas na figura abaixo.
Foram realizadas culturas controle com e sem meio indutor da
diferenciacdo, justamente para se analisar os resultados com maior
confiabilidade.

Figura 21. Diferenciagédo de células-tronco mesenquimais humanas
em osteoblastos. (A) células do grupo controle na auséncia do meio
indutor da diferenciacdo e auséncia do medicamento; (B) células do
grupo controle positivo cultivadas na presenca do meio indutor e
auséncia do medicamento. Grupos expostos ao medicamento: (C) 2,5
UM e (D) 5,0 uM. Fotografias representativas de trés experimentos
independentes realizados nas mesmas condigBes experimentais, apds
aproximadamente 30 dias de cultivo celular para diferenciacdo. Imagens
obtidas em microscopio de contraste de fase e com ampliacéo de 200x,
apos coloragdo com vermelho de Alizarina evidenciando a deposicédo de
matriz 6ssea na cultura celular.
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5.7 Diferenciacao celular para adipécitos

Também avaliamos se 0 MI poderia interferir na diferenciacdo
das CTM para adipdcitos. O efeito observado neste caso foi similar ao
observado e comentado no item anterior. O medicamento também
parece estimular a diferenciagdo das CTM em adipdcitos,
principalmente na concentracdo de 2,5 UM e em menor propor¢do na
concentracdo de 5,0 uM (figura 22). Os grupos de células expostos a
concentracbes de 10 uM e 15 pM ndo possuem fotografias pelas
mesmas raz0es ja citadas no item 5.6. Também foram realizadas culturas
controle com e sem meio indutor.

Figura 22. Diferenciagdo de células-tronco mesenquimais humanas
em adipdcitos. (A) células do grupo controle positivo na auséncia do
meio indutor da diferenciacdo e auséncia do medicamento; (B) células
do grupo controle positivo cultivadas na presenca do meio indutor e
auséncia do medicamento. Grupos expostos ao medicamento: (C) 2,5
UM e (D) 5,0 puM. Fotografias representativas de trés experimentos
independentes realizados nas mesmas condicdes experimentais, apds
cerca de 30 dias de cultivo celular para diferenciacdo. Imagens obtidas
em microscopio de contraste de fase e com ampliacdo de 400x, apds
coloracdo com solucdo de Oil Red O evidenciando os vacuolos lipidicos
caracteristicos de adipdcitos.
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5.8 Expressao imunocitoquimica de marcadores de pluripoténcia

Tanto o Nanog como o OCT4 sdo aplicados como marcadores de
pluripoténcia, ou seja, marcadores expressos em células indiferenciadas
e que possuem potencial para gerar outras linhagens de células, uma
importante caracteristica das CT. O comportamento da expressao destes
marcadores nas células expostas ao medicamento foi praticamente o
mesmo. Observamos que com a exposicao das células ao MI ocorre uma
reducdo no nimero de células que expressam estes marcadores, efeito
este observado basicamente a partir da concentracdo de 10 UM, sendo
mais evidente na concentracdo de 15 uM (figuras 23 e 24). Conforme
observado nos experimentos de diferenciacdo em que o MI
possivelmente exerce estimulo para que as células modifiquem seu
estado indiferenciado para originar uma linhagem celular especifica,
nesta analise também fica evidente que o MI atua nesta populacdo de
células indiferenciadas promovendo reducdo da quantidade destas
células com potencial para diferenciacdo celular. Entretanto, nas
menores concentragdes (2,5 e 50 UM), o MI parece ndo alterar a
proporcao de células com caracteristicas mais indiferenciadas (Nanog e
Oct-4 positivas). Comparando 0s grupos controle e 0s grupos expostos a
2,5 e 5,0 uM do medicamento, observamos somente a reducdo da
quantidade de nuacleos (em azul), com a permanéncia da mesma
proporcdo de células indiferenciadas marcadas nestas faixas de
concentracdo do MI (Nanog e Oct-4 positivas em verde). A partir deste
dado, sugerimos que células mais indiferenciadas e imaturas sdo mais
resistentes aos efeitos do medicamento quando comparadas com células
possivelmente ja diferenciadas e de fenétipo adquirido. Adicionalmente,
quando da redugdo significativa da viabilidade celular das CTM nas
concentracBes de 2,5 e 5,0 uM, podemos justificar que estas células
afetadas podem ser principalmente células com provavel estagio
diferenciado. Estes dados indicam que CTM parcialmente ou totalmente
diferenciadas sdo mais sensiveis aos efeitos do MI, e que nas maiores
concentracBes pode também haver estimulo do medicamento para a
diferenciacdo das CTM, ja& que nas maiores concentracdes do mesmo
houve uma reducéo na proporcao de células Oct-4 e Nanog positivas.
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Figura 23. Expressdo imunocitoquimica de Nanog em cultura de
células-tronco mesenquimais humanas expostas ao Mesilato de
Imatinibe durante 4 dias. (A) células do grupo controle positivo
(cultivadas na auséncia do medicamento). Grupos expostos ao
medicamento: (B) 2,5 uM; (C) 50 uM; (D) 10 uM; (E) 15 puM.
Fotografias representativas de trés experimentos independentes
realizados nas mesmas condi¢fes experimentais. Imagens obtidas em
microscopio de fluorescéncia ap6s reacdo imunocitoquimica.
Evidenciados em azul os nlcleos DAPI positivos e em verde a marcagéo
de Nanog.
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Figura 24. Expressdo imunocitoquimica de OCT4 em cultura de
células-tronco mesenquimais humanas expostas ao Mesilato de
Imatinibe durante 4 dias. (A) células do grupo controle positivo
(cultivadas na auséncia do medicamento). Grupos expostos ao
medicamento: (B) 2,5 uM; (C) 50 uM; (D) 10 uM; (E) 15 uM.
Fotografias representativas de trés experimentos independentes
realizados nas mesmas condicfes experimentais. Imagens obtidas em
microscopio de fluorescéncia apds reagdo imunocitoquimica.
Evidenciados em azul os nlcleos DAPI positivos e em verde a marcagdo
de OCTA4.
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5.9 Expressao imunocitoquimica de fibronectina

Na analise da expressdo de fibronectina por imunocitoquimica,
observamos nas fotografias da figura 25 que o MI pareceu reduzir a
expressdo imunocitoquimica de fibronectina quando as células foram
expostas ao medicamento. Este efeito iniciou a partir da concentragéo de
2,5 UM e foi mais evidente com 50 puM, 10 uM e 15 puM do
medicamento, como pode ser observado na compara¢do com as
fotografias do grupo controle. A fibronectina é uma das principais
proteinas componentes da matriz extracelular e o MI, neste caso, parece
alterar a expressdo desta importante proteina de MEC.

Figura 25. Expressdo imunocitoquimica de fibronectina em cultura
de células-tronco mesenquimais humanas expostas ao Mesilato de
Imatinibe durante 4 dias. (A) células do grupo controle positivo
(cultivadas na auséncia do medicamento). Grupos expostos ao
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medicamento: (B) 2,5 puM; (C) 50 uM; (D) 10 puM; (E) 15 puM.
Fotografias representativas de trés experimentos independentes
realizados nas mesmas condi¢cdes experimentais. Imagens obtidas em
microscopio de fluorescéncia apds reacdo imunocitoquimica. A
fibronectina demonstra a marcagéo na cor vermelha.

5.10 Contagem de nucleos picnéticos

Para avaliar o mecanismo de morte celular evidenciado desde o
método do MTT, inicialmente realizamos uma triagem com a
quantificacdo de nulcleos picnoticos utilizando os mesmos dados e
fotografias dos experimentos da proliferacdo celular. Uma das alteragdes
que ocorrem e caracterizam o processo de apoptose é a picnose do
nicleo das células sendo, portanto, um indicio de morte celular por
apoptose. Através do grafico da figura 26, podemos observar que,
independente do tempo de exposi¢do das células ao MI, ocorre um
aumento progressivo no percentual de nicleos picnéticos a partir de 2,5
MM do MI e que é estatisticamente significativo principalmente a partir
da concentragdo de 5,0 UM nos diferentes tempos de exposicdo
avaliados. Conforme ocorre aumento na concentracdo do medicamento
ha também maior quantidade de nicleos picnéticos associado
possivelmente com maior grau de morte celular por apoptose. Portanto,
conforme ja observado nos resultados da viabilidade celular, é possivel
que o mecanismo de morte celular que ocorre quando as CTM séo
expostas ao medicamento seja pelo estimulo de apoptose. Além disso,
na comparagdo das varidveis tempo e concentragdo com a andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias, a concentragdo do medicamento foi
responsavel por 85,8% da variancia total, enquanto que a variavel tempo
foi relacionada com apenas 3,6% desta varidncia. Apenas a variavel
concentracao foi extremamente significativa (p < 0,0001) na influéncia
da contagem de nucleos picnéticos, demonstrando, portanto, ser a
principal varidvel responsével pelo efeito observado neste resultado.
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Figura 26. Quantificacdo de nucleos picnéticos em cultura de
células-tronco mesenquimais humanas expostas ao Mesilato de
Imatinibe. As células foram expostas ao medicamento nos respectivos
periodos de tempo e concentra¢des indicados no gréfico acima. Apds
reacdo imunocitoquimica, os nlcleos picnéticos foram quantificados a
partir de fotografias representativas obtidas em microscépio de
epifluorescéncia. Cada ponto no gréafico representa a médiatdesvio
padrdo obtido de trés experimentos independentes realizados nas
mesmas condi¢des experimentais. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
indicam diferenca estatistica significativa na comparagcdo com o grupo
controle atraves do teste ANOVA de uma via seguido pelo teste t de
Tukey.
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5.11 Laranja de Acridina/Brometo de Etidio

Na técnica do LA/BE, podemos observar com maior clareza, na
comparagdo entre 0 grupo controle e 0S grupos expostos ao
medicamento, que ocorre morte celular em todas as faixas de
concentragbes do MI. Observando as fotos, parece haver uma maior
captacdo do BE nas células tratadas com 10 uM do Ml e, portanto, uma
maior intensidade de morte celular nesta faixa de concentracdo (figura
28 - D). Estes dados estdo correlacionados com o observado no item
anterior, demonstrando que a causa de morte celular nos grupos
expostos ao Ml seja possivelmente pelo mecanismo de apoptose. Tanto
as células como os nucleos alaranjados que captaram o BE caracterizam
células em processo de morte celular, provavelmente por apoptose.
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Figura 27. Analise de morte celular com a aplicacédo do laranja de
acridina e brometo de etidio em cultura de células-tronco
mesenquimais humanas expostas ao Mesilato de Imatinibe durante
4 dias. (A) células do grupo controle positivo (cultivadas na auséncia do
medicamento). Grupos expostos ao medicamento: (B) 2,5 uM; (C) 5,0
uM; (D) 10 uM; (E) 15 uM. Fotografias representativas de trés
experimentos independentes realizados nas mesmas condigBes
experimentais. Imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia. Em
coloracdo verde células vidveis que captaram o LA e na coloracdo
laranja células e/ou nicleos em processo de apoptose que captaram o
BE.
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6 DISCUSSAO

Estudos recentes tém ressaltado e confirmado a hipdtese de que
diferentes tecidos e 6rgdos podem ser utilizados como fonte de CTM. A
placenta humana, conforme publicado por Zhang e colaboradores
(2003), é uma fonte promissora de CTM, que podem ser isoladas e
expandidas com sucesso in vitro. Em nosso trabalho, os resultados
foram consistentes com esta observacdo e as células foram isoladas de
forma satisfatoria pelo método de adesdo ao plastico, sendo que as
mesmas também demonstraram capacidade de expansdo in vitro,
possibilitando a manutencdo do cultivo celular por varias passagens e
permitindo a obtencdo de quantidade suficiente de células para a
aplicacdo em nosso trabalho.

As células isoladas e aplicadas neste trabalho demonstraram
caracteristicas de CTM. Estas caracteristicas foram consistentes com o
que j& foi padronizado para a caracterizagdo destas células como CTM,
conforme as informag@es descritas durante o Workshop Internacional de
Células Tronco Derivadas da Placenta em 2007 (PAROLINI et al.,
2008). As células isoladas neste estudo apresentaram exatamente estas
caracteristicas: morfologia do tipo fibroblastoide (figura 13-A),
capacidade de adesdo ao plastico; potencial para diferenciar em no
minimo uma linhagem celular de mesoderma, sendo que nossas células
foram capazes de diferenciar em osteoblastos e adipocitos (figura 13 - B
e C); e também um painel de expressdo imunofenotipica consistente
com as caracteristicas das CTM, demonstrando expressdo praticamente
nula de marcadores hematopoiéticos como 0 CD45, e expressao positiva
dos marcadores CD73, CD90 e CD105 (figura 12). Portanto, as células
isoladas e expandidas neste trabalho compartilhnam destas caracteristicas
sendo caracterizadas como CTM. Conforme Barlow e colaboradores
(2008), as CTM isoladas da placenta humana compartilham das mesmas
caracteristicas das CTM isoladas de MO e também podem auxiliar a
compreender como o MI atua e interfere nesta populacdo de células
essenciais para a hematopoese.

As CTM utilizadas neste trabalho foram isoladas a partir da
porcdo fetal da placenta, na regido proxima da insercdo do corddo
umbilical. Células de origem materna também podem ter sido isoladas,
apesar disso alguns trabalhos tém demonstrado que as CTM podem ser
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isoladas também a partir da porcdo materna da placenta, e tanto as
células isoladas da parte fetal como da parte materna compartilham das
mesmas caracteristicas, sem demonstrar risco de interferéncia na
populacdo de CTM isoladas (PIETERNELLA et al., 2004).

O M1 foi desenvolvido e sintetizado ap6s alguns compostos terem
sido identificados e testados in vitro, e 0s mesmos tendo demostrado
baixa eficdcia e minima especificidade, inibindo serina/treonina e
tirosinoquinases. ApOs aperfeicoar a estrutura quimica e introduzir
novos radicais, o MI foi finalmente sintetizado, apresentando melhor
grau de especificidade na inibicdo de proteinas tirosinoquinases
(O’DWYER et al., 2004).

A MO ¢é formada por um estroma composto de diferentes
populagdes celulares e também por uma MEC, o0s quais juntos
constituem o microambiente adequado e que favorece, por exemplo, 0
controle da quiescéncia, auto-renovacgdo e diferenciacdo das CTM, bem
como, proliferacdo, maturacdo e apoptose das células hematopoiéticas
(DAZZY et al., 2006). Apesar disso, ndo é possivel correlacionar essas
funcgdes regulatérias com tipos particulares de células no MH, o qual
consiste principalmente de macréfagos, células endoteliais, fibroblastos,
osteoblastos e adipocitos (HUBIN et al., 2005). A mielotoxicidade pode
resultar tanto do efeito direto do medicamento sobre os progenitores
hematopoiéticos quanto do efeito sobre as células do estroma medular
ou até mesmo interferindo na expressdo de citocinas e/ou receptores.
Portanto, a especificidade do medicamento aplicado na terapia
oncoldgica é de essencial importancia (PESSINA et al., 2003).

Na MO, as CTMs sdo importantes componentes do nicho das
CTH e da hematopoese normal. Apesar de as CTH serem as células-
tronco adultas mais estudadas e compreendidas na area da biologia
celular, o seu nicho é pouco esclarecido. Estudos recentes demonstraram
a existéncia de dois tipos de nichos de CTH na MO: um nicho endosteal
e um nicho perivascular. Células estromais derivadas de CTMs, como 0s
osteoblastos e fibroblastos, estdo principalmente envolvidas com o nicho
endosteal, localizado no endo6steo da trabécula dssea. Junto com as
células especializadas que interagem com as CTH, as CTMs estdo
diretamente envolvidas com a regulacdo e controle do processo
hematopoiético (MEIRELLES et al., 2008).

Informacdes sobre os efeitos do MI em células da MO normal sdo
escassas. A melhor compreensdo dos possiveis efeitos inespecificos do
MI em células normais pode ser de grande relevancia, visto que
inibidores de tirosinoquinases estdo sendo utilizados como terapia de
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primeira linha em pacientes com LMC e tumor de estroma
gastrointestinal (GIST — do inglés, gastrointestinal stromal tumors), e a
maioria dos pacientes fica exposta por tempo prolongado a estes agentes
(SANCHEZ-GUIJO et al., 2009). Recentemente, foi demonstrado que
MI pode afetar severamente as células normais do estroma medular in
vitro. Esse efeito parece ser parcialmente independente da sinalizacéo
via PDGF-R e c-Kit, e parece estar relacionado com o estado
proliferativo das células (MELZER et al., 2004). Estes dados sdo
importantes e até limitantes para a administracdo do MI em situacGes na
qual hd aumento da renovacdo celular no estroma medular, devido a
recuperacgao apos intensa quimioterapia e/ou radioterapia (APPEL et al.,
2006). Em estudo recente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que ha
correlagdo entre a fibrose e vascularizacdo da MO na obtencdo da
resposta citogenética em pacientes com LMC e tratados com o MI
(JESUS; VITURI, 2008). Neste trabalho, 0 0 medicamento promoveu
diminuicdo da produgdo de fibras reticulares pelas células estromais,
sugerindo atuacdo principal nos fibroblastos. Assim, no presente
trabalho, avaliamos os efeitos do MI sobre CTMs normais in vitro, de
modo a esclarecer e compreender os possiveis efeitos que o
medicamento exerce nesta populacdo de células importantes para a
hematopoese.

Nos pacientes que utilizam o medicamento, a absor¢do e
biodisponibilidade do mesmo no plasma é influenciada por fatores
como: dose, adesdo ao tratamento, absorcdo pelo trato gastrointestinal,
variabilidade da atividade de enzimas que metabolizam o medicamento
e a interacdo com a o-1 glicoproteina acida (CORTES et al., 2009). A
concentracdo clinicamente significativa do MI corresponde exatamente
a concentracdo plasmatica que o mesmo atinge nos pacientes. Para
estabelecer as concentragfes a serem testadas em nosso estudo, nos
baseamos principalmente em trabalhos similares e anteriores, como o
trabalho de Bartolovic e colaboradores (2004), que avaliaram
concentracGes de 0 a 10 uM do M, enquanto que no trabalho de Vittal e
colaboradores (2007) as concentragdes oscilaram entre 0 e 20 uM do
MI. Em nosso trabalho as concentragdes do medicamento oscilaram de 0
a 15 uM.

Conforme estudo de farmacocinética publicado por Cortes e
colaboradores (2009), pacientes que utilizam 400 mg/dia do MI atingem
concentracBes plasmaticas médias de aproximadamente 1000 ng/mL, o
que corresponde a 1,7 uM do MI para 400 mg/dia, 2,55 puM para 600
mg/dia e aproximadamente 3,5 M em pacientes que utilizam 800
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mg/dia do medicamento. Larson e colaboradores (2008) também
publicaram dados similares e, além disso, relataram que alguns
pacientes que utilizaram entre 400 e 600 mg/dia do MI atingiram a
concentracdo plasmatica maxima de 2947 ng/mL, que corresponderia a
5,0 UM do MI nestes pacientes. As concentragdes alcangadas no plasma
dos pacientes podem ser ainda maiores quando da exposicdo prolongada
e/lou devido a problemas de metabolizacdo do medicamento. Além
disso, o principal metabolito resultante da biotransformagéo do Ml é um
derivado N-desmetilado (CGP74588), o qual apresenta potencial similar
ao medicamento in vitro, o que poderia prolongar, in vivo, os efeitos
observados neste trabalho (MARTIN et al., 2002). Portanto, as
concentracBes clinicamente significativas do MI analisadas neste
trabalho foram 2,5 e 5 uM.

Com a finalidade de avaliar o efeito do MI na viabilidade das
CTM, realizamos o ensaio do MTT com as células sendo expostas ao
medicamento durante 4 dias (figura 14). Observamos em nossos
resultados um efeito concentracdo-dependente do MI na viabilidade das
CTM, com reducdo significativa da viabilidade celular a partir da
concentragdo de 2,5 UM e inibicdo total com 20 uM. O percentual de
células viaveis reduziu 7% com 1,0 uM, 21% com 2,5 uM, 38,8% com
5,0 UM, 59,3% com 10 uM, 85,3% com 15 uM e nenhuma célula viavel
na concentragdo de 20 pM. Nos demais experimentos do trabalho,
testamos todas estas concentracfes do medicamento, exceto a
concentracdo de 1,0 uM, ja que esta ndo apresentou efeito significativo
na curva de viabilidade celular. A concentracdo de 20 UM demonstrou
inibicdo total da viabilidade celular e também nédo foi aplicada nos
demais ensaios. A IC50 calculada apés o ensaio do MTT foi de 8,7 uM.
Em trabalho publicado por Mueller e colaboradores (2006),
pesquisadores isolaram CTM da MO de pacientes normais e avaliaram a
viabilidade destas células ap6s 3 dias de exposicdo a cisplatina,
vincristina e etoposide, que sdo agentes aplicados na terapia de
neoplasias hematol6gicas. A IC50 obtida em nosso trabalho para o Ml
(8,7 uM) foi maior que a 1C50 da cisplatina (2,0 uM), vincristina (0,001
KM) e etoposide (0,2 uM) relatados neste trabalho. Isso demonstra que o
MI representa um menor risco para as CTM quando comparado com
estes trés agentes quimioterdpicos, apesar de que a concentracdo
inibitéria de 90% (1C90) da cisplatina (17,4 uM) e etoposide (41,3 uM)
foram maiores de que a 1C90 do M1 obtida em nosso estudo (15,6 puM).

Li e colaboradores (2004) aplicaram a mesma metodologia do
MTT para testar a viabilidade de CTM normais expostas a diferentes
medicamentos aplicados em regimes quimioterapicos. Apds 3 dias de



95

cultivo celular na presenca destes agentes, os resultados apresentaram
diferencas quanto a sensibilidade das CTM com os diferentes
medicamentos avaliados. Neste trabalho, paclitaxel, vincristina,
etoposide, citarabina e altas doses de dexametasona reduziram a
viabilidade celular das CTM em mais de 20% em concentracGes (1,0
MM, 0,1 uM, 10 puM, 100 uM e 10 pM, respectivamente) que sdo
clinicamente relevantes (58,5%, 57,7%, 31,1%, 25,4% e 30,2%,
respectivamente). Estes agentes, assim como o MI, sdo amplamente
aplicados em terapias oncoldgicas e, de acordo com estes resultados,
podem comprometer 0 MH da MO. Em nosso trabalho, o MI
demonstrou um valor de IC50 maior se comparado ao destes
medicamentos citados no estudo de Li e colaboradores (2004). Apesar
disso, comparando nossos dados com estes citados, ressaltamos que o
MI reduz a viabilidade celular em mais de 20% nas CTM a partir da
concentracdo de 2,5 pM, a qual é uma concentracdo clinicamente
significante. Este efeito também demonstra que, apesar de o MI atuar
inibindo uma oncoproteina da LMC, ele também exerce efeitos
inespecificos em células normais e que ndo expressam 0 Cromossomo
Ph, como as CTM aplicadas neste trabalho e que foram isoladas de
pacientes sem diagnostico de LMC.

Este efeito inespecifico do MI na MO também foi evidenciado
em trabalho publicado por Thiele e colaboradores (2005), na qual
alteragdes histopatologicas foram observadas na MO de pacientes com
LMC apo6s longo tempo de tratamento com o MI (21 meses). Neste
trabalho, foram detectados danos aos constituintes do estroma medular
apos o tratamento com o MI, demonstrando que o medicamento atua
sobre as células leucémicas, mas também exerce efeitos em outras
populacdes de células normais e que compdem o estroma medular. Estes
dados sdo consistentes com nossos resultados, e demonstram que o Ml
pode atuar tanto nas células leucémicas como nas CTM, independente
do tempo de exposicdo ao medicamento, ja que em nosso trabalho
observamos efeito de inibicdo da viabilidade celular com 4 dias de
exposicdo das CTM ao MI, e neste Ultimo trabalho citado foram
demonstrados efeitos histopatoldgicos na MO apds quase dois anos de
tratamento e exposi¢do dos pacientes ao M.

Através da contagem de nucleos corados pelo DAPI (figura 20),
observamos efeitos similares aos resultados da viabilidade celular. O
medicamento causou reducdo significativa na contagem de ndcleos a
partir da concentragdo de 2,5 UM, com comportamento semelhante nas
CTM em 2 e 4 dias de cultivo celular na presenca do MI, indicando que
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a concentracdo do medicamento foi uma variavel importante na reducéao
da quantidade de nucleos DAPI positivos.

Os resultados da viabilidade celular e da contagem de nucleos
DAPI positivos foram consistentes com os achados na andlise da
morfologia das CTM expostas ao MI durante 4 dias (figuras 15 e 16).
Através das fotografias obtidas em microscopia Gtica de constraste de
fase, podemos observar a expansdo e crescimento normal das CTM do
grupo controle, as quais atingiram a confluéncia no cultivo celular. Nos
grupos expostos ao Ml, evidenciamos uma progressiva redugdo de CTM
a partir do aumento da concentra¢do do medicamento. Ao mesmo tempo
em que ha reducdo do nimero de CTM had também um aumento
progressivo na quantidade de restos celulares, um indicativo de morte
celular nos grupos expostos ao MI. Estes dados sdo consistentes com 0s
demais ja citados, demonstrando novamente um efeito concentracgao-
dependente do MI na alteragdo morfoldgica das CTM. A morfologia
normal das CTM é do tipo fibroblast6ide, no entanto, com a exposicéo
ao medicamento, as CTM apresentaram alteracdes na sua morfologia em
todas as concentracbes do MI, indicando haver algum grau de
anormalidade na formacgdo destas células. Expostas ao medicamento,
algumas destas células sdo alongadas e delgadas, enquanto outras séo
curtas e largas, demonstrando haver perda do equilibrio da morfologia
normal destas células, com uma minoria das células apresentando
morfologia normal e fibroblastdide (figura 16). Estes dados podem ser
correlacionados com o trabalho de Kemp e colaboradores (2010), que
avaliaram os danos de diferentes esquemas de guimioterapia em CTM
isoladas da MO de pacientes com diferentes neoplasias hematoldgicas.
Neste estudo, os autores demonstraram que as CTM oriundas de
pacientes que receberam gquimioterapia apresentaram-se com morfologia
arredondada, ao contrario da morfologia normal destas células, a qual é
fibroblastdide e alongada.

Na andlise de proliferagdo celular, procuramos avaliar este
parametro em diferentes tempos de exposicdo das células ao Ml (figura
17). Quando comparados aos grupos controle, 0S grupos expostos ao
medicamento demonstraram que 0 mesmo reduziu a taxa de proliferagéo
das CTM de modo concentracdo-dependente. Na maioria dos periodos
de tempo avaliados, a redugdo da proliferacdo celular foi
estatisticamente significativa somente a partir da concentragdo de 5,0
UM. Este efeito do MI, reduzindo a capacidade de proliferacdo das
CTM, ficou mais evidente nas maiores concentracdes. Nas menores
concentragBes (2,5 UM e 5,0 uM), a inibicdo da proliferacdo das CTM
ndo é estatisticamente significativa. Conforme ja citado e comentado no
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item 5.4, a varidvel concentracdo foi a principal responsavel pela
reducdo da proliferacdo (62,9%), no entanto, a influéncia da variavel
tempo também foi extremamente significativa (p < 0,0001) para o
resultado, demonstrando que as duas variaveis inlfuenciaram o resultado
de modo significativo. Apesar de ndo ser um potente inibidor da
proliferacdo de CTM, fica demonstrado, portanto, que o MI também
interfere na proliferacdo destas células e que, com periodos de exposicédo
mais prolongados, a auto-renovacéo e o pool de CTM na MO poderia
ser prejudicado em maior intensidade.

Em trabalho publicado por Vittal e colaboradores (2007), foram
obtidos resultados semelhantes com 0s nossos resultados da proliferacéo
celular. Neste trabalho, o MI inibiu a proliferacdo de fibroblastos de
pulmdo fetal humano, com efeito do tipo concentragdo-dependente (1, 5,
10 e 20 uM do MI). Neste estudo, a inibicdo completa da proliferacéo
ocorreu com 20 UM e estatisticamente significativa a partir de 5,0 uM
do Ml apds 48 horas de cultivo celular na presenca do medicamento. A
partir destas informacdes e da correlagdo deste trabalho com o nosso,
fica comprovado que o MI ndo exerce efeitos somente nas células
leucémicas, mas também em outras populacBes de células, tais como
fibroblastos e CTM. Bartolovic e colaboradores (2004) também
demonstraram que o MI prejudica a viabilidade e proliferacdo de
progenitores hematopoiéticos CD34+ normais (cromossomo Ph
negativos) em concentracdes similares as testadas em nosso trabalho.
No entanto, os progenitores CD34+ parecem ser mais sensiveis aos
efeitos do medicamento quando comparados com as CTM e fibroblastos
de pulmdo fetal humano, sendo estes resultados preocupantes
principalmente pelo fato de que atualmente o Ml é o agente de primeira
linha para o tratamento da LMC e GIST.

Através dos ensaios de diferenciacdo celular, nossos resultados
demonstram que o MI, em baixas concentracdes, é capaz de estimular a
diferenciacdo das CTM em osteoblastos. Este dado foi comprovado com
a observacdo da maior deposicdo de matriz 6ssea nas culturas expostas a
2,5 e 50 pM do medicamento, quando comparadas com 0S grupos
controle (figura 21). Neste protocolo de diferenciagdo, temos resultados
somente destas duas concentragdes testadas porque como o protocolo de
diferenciacdo celular é prolongado (aproximadamente 30 dias), as CTM
entraram em processo de morte celular nas concentracGes mais elevadas
do medicamento. Este resultado € consistente com diversos estudos ja
publicados (TIBULLO et al., 2009; FITTER et al., 2008), inclusive com
protocolos de diferenciagdo semelhantes ao que utilizamos em nosso
estudo, porém a interpretacdo destes resultados e 0s possiveis
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mecanismos deste efeito osteogénico do MI ainda ndo estdo
completamente  elucidados. Tibullo e colaboradores  (2009)
demonstraram que, a partir da concentracdo de 1,0 uM o MI promove
estimulo para diferenciacdo osteogénica das CTM, além de expressar em
maiores niveis marcadores osteogénicos como osteocalcina (OCN — do
inglés, osteocalcin), proteina morfogenética éssea do tipo 2 (BMP — do
inglés, bone morpho-genetic protein) e a osteoprotegerina (OPG — do
inglés, osteoprotegerin). Estes dados confirmam a hipdtese de o
medicamento estimular a diferenciacdo das CTM para o fen6tipo
osteogénico.

A partir destes dados referentes a diferenciagdo osteogénica, fica
demonstrado que o MI pode alterar a homeostase 6ssea. Promovendo a
osteoblastogénese, 0 medicamento  proporciona uma  maior
mineralizacdo dssea e aumento do volume trabecular nos o0ssos de
pacientes tratados, além de promover um maior turnover de minerais, o
que poderia estar associado a um quadro de hipofosfatemia sérica em
fungdo da maior deposi¢do de matriz 6ssea. De acordo com evidéncias
experimentais in vivo, estas observacdes podem ser explicadas pelo
efeito inibitério do MI na sinalizagdo dos receptores de PDGF, ja que o
PDGF promove proliferacdo de osteoblastos e blogueio da sua
diferenciacdo, e o Ml teria um efeito oposto estimulando a diferenciacdo
osteogénica das CTM e sinalizando para uma maior expressdo de genes
relacionados com esta rota de diferenciacdo, justamente por inibir a
atividade tirosinoquinase e sinalizacdo mediada pelo receptor de PDGF
(FITTER et al., 2008).

Ao nivel celular, os osteoblastos participam da composicdo do
MH normal na MO e exercem influéncia importante na regulacdo das
células que participam da hematopoese, ja que o conceito atual de nicho
das CTH afirma que estas células, na MO, estdo em contato direto
célula-célula com a regido endosteal dos 0ssos, e 0s osteoblastos
controlando processos celulares como proliferagdo, diferenciagcdo e
migracdo das CTH na MO (NILSSON et al., 2005). Este estimulo da
diferenciacdo das CTM em osteoblastos proporcionado pelo MI deve ser
mais bem estudado e compreendido ao nivel celular da MO, para
verificar os possiveis efeitos interferentes no processo da hematopoese.
Ao mesmo tempo em que o medicamento pode estar promovendo
aumento da densidade dssea pode também estar limitando o espago
disponivel para o estroma medular e a hematopoese. Este estimulo na
diferenciacdo osteogénica de CTM pode também ser um efeito protetor
visando a recuperagdo deste microambiente da MO lesado apds a
guimioterapia com o MI, com o objetivo de recuperar a hematopoese
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fisiologica apds quimioterapia. De acordo com Kollet e colaboradores
(2006), os osteoclastos degradam os componentes Gsseos e promovem a
mobilizacdo de progenitores hematopoiéticos, enquanto que 0s
osteoblastos proporcionam uma maior mineralizacdo 6ssea e menor
poder de migracdo destes progenitores da hematopoese, ja que 0s
progenitores hematopoiéticos ficam em contato com os osteoblastos
neste processo. Portanto, com nossos resultados e os dados citados,
parece evidente que o MI tem pode influenciar o metabolismo 6sseo,
estimulando a aquisicdo do fendtipo osteogénico pelas CTM. Apesar
disso, estes efeitos devem ser mais bem avaliados, principalmente para
observar as possiveis alteragdes dsseas que possam ocorrer in vivo.

Também analisamos a influéncia do MI na diferenciacdo das
CTM para o fenétipo adipogénico (figura 22). Os resultados obtidos
foram semelhantes aos resultados j& citados para a diferenciacéo
osteogénica. O medicamento estimulou a diferenciagdo das CTM
também para o fendtipo adipogénico, efeito este observado
principalmente na concentracdo de 2,5 pM (figura 22-C). Este estimulo
para a diferenciacdo adipogénica foi evidenciado pela maior quantidade
de células contendo vacuolos lipidicos na concentra¢éo de 2,5 uM do
MI, quando comparado ao grupo controle. Neste protocolo também néo
dispomos de resultados das concentracdes mais elevadas, ja que nestas
concentragcBes as células resultaram em morte celular devido ao
experimento ser mais prolongado. De acordo com Gimble (1996), os
adipocitos sdo as células estromais mais frequentes no microambiente da
MO, estando relacionados com o funcionamento normal do MH.
Algumas hipoteses das funcdes dos adipécitos na MO ja foram
descritas, tais como: preenchimento de espacos vazios na MO, tornando
esta mais compacta para o contato entre as células; participacdo no
metabolismo lipidico fornecendo uma espécie de reserva energética
como suporte da hematopoese; e uma atuagdo conjunta com outras
células componentes da MO na regulagcdo da hematopoese (GIMBLE,
1996).

Os adipdcitos, portanto, sdo componentes normais do MH.
Porém, quando sua presenca na MO é exacerbada, pode causar um certo
prejuizo e comprometimento na hematopoese, ja que os adipécitos sao
relatados também como reguladores negativos da hematopoese porque
quando presentes de forma excessiva estes reduzem a atividade
hematopoiética devido a substituicdo de uma MO vermelha e funcional
para uma MO amarela, que € gordurosa e pouco funcional no sentido da
reposi¢do de ceélulas sanguineas adultas e funcionais (GUREVITCH,;
SLAVIN; FELDMAN, 2007). Naveiras e colaboradores (2009)
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demonstraram evidéncias de um efeito supressivo dos adipécitos na
hematopoese, isto quando presentes em excesso neste microambiente.
Os autores demonstraram que uma MO contendo excesso de adip6citos
tem menor quantidade de progenitores hematopoiéticos, além da maior
quantidade de células quiescentes. Neste mesmo trabalho, camundongos
com genes de adipogénese suprimidos demonstraram recuperagdo
hematopoiética mais rapida ap6s irradiacdo, consolidando evidéncias de
que os adipdcitos, quando presentes em grande quantidade na MO,
exercem um efeito supressivo e prejudicial para a hematopoese.

A partir destas observagfes e dos resultados obtidos em nosso
estudo, podemos sugerir a hipétese de que as CTM respondem ao Ml de
forma a adquirir o fen6tipo adipogénico. Este efeito foi observado in
vitro, entretanto, no organismo in vivo este efeito poderia estar
relacionado com uma tentativa das CTM em responder ao tratamento e
reconstituir a MO de forma a facilitar a recuperagdo da hematopoese
fisioldgica, ou exercendo um efeito danoso e acelerando a substituicéo
da MO vermelha por MO amarela e comprometendo ainda mais a
hematopoese nos pacientes com LMC e que ja possuem algum grau de
déficit hematoldgico. Apesar destas hipoOteses sugeridas, maiores
investigacdes devem ser direcionadas para a compreensao, in vivo, que
estes efeitos do MI na diferenciacdo adipogénica e osteogénica podem
gerar nas CTM e na hematopoese.

Trabalhos recentes tém procurado esclarecer os mecanismos pelo
qual a caracteristica pluripotente das CT é mantida constante. Fatores de
transcricdo como o Oct-4 e Nanog, além de outros, tém sido descritos
como reguladores deste processo de manutencdo do estado pluripotente
das CT. Estes fatores também tém sido indicados como promotores de
reprogramacao das células diferenciadas para um estado indiferenciado
(PEI, 2008). Através da andlise imunocitoquimica da expressao de Oct-4
(figura 24) e Nanog (figura 23), observamos que com o aumento gradual
da concentragdo do MI ha também uma progressiva reducéo de células
gque expressam estes marcadores de células indiferenciadas,
comprovando que o medicamento atua nesta populacdo de células com
potencial para diferenciacdo em outros tipos celulares. Apesar disso, a
reducdo da quantidade de células indiferenciadas foi observada somente
nas maiores concentragdes do MI (10 e 15 uM). Nas menores
concentracdes (2,5 e 5,0 uM), a proporgao de células indiferenciadas foi
similar na comparagdo aos grupos controle, sugerindo que as CT
indiferenciadas sejam mais resistentes aos efeitos do Ml do que células
diferenciadas. As figuras 23 (B e C) e 24 (B e C) comprovam estas
observacOes, jA que a maioria dos nucleos que sdo visualizados nos
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grupos controle (figuras 23 A e 24 A) ndo é observada nos grupos
expostos a0 medicamento, sendo que estes nicleos que ndo exibiram
marcacdo para Oct-4 e Nanog provavelmente indiquem células ja
diferenciadas e de fendtipo definido. Outra hip6tese para explicar a
menor quantidade de células Nanog e Oct-4 positivas nas maiores
concentracBes do MI (10 e 15 uM) seria o provavel estimulo do
medicamento para a diferenciacdo das CTM, efeito este ja observado em
nosso protocolo de diferenciacdo, na qual o MI estimulou a
diferenciacdo das CTM para os fenotipos dsseo e adipogénico.

Também buscamos avaliar a interferéncia do MI na expressdo
imunocitoquimica de fibronectina (figuras 25 e 26), a qual é uma das
principais proteinas componentes da MEC. Na presenca do
medicamento, a expressao imunocitoquimica de fibronectina foi
reduzida. O que também observamos, através das fotografias de
imunocitoquimica, é que o MI também parece afetar a organizacgéo
estrutural da fibronectina (figura 25). Estes dados sdo preocupantes, ja
que na MO o contato entre a fibronectina e as CTH é essencial para a
hematopoese normal, pois as proteinas de MEC auxiliam na regulacdo
da hematopoese e este efeito do MI poderia prejudicar a adesdo e
migracdo de progenitores hematopoiéticos. Este efeito observado pode
ser também justificado como resultado da morte celular que o M1 exerce
nas CTM. Os resultados obtidos com a analise da fibronectina sdo
consistentes com trabalhos ja publicados. Distler e colaboradores (2007)
demonstraram que o MI reduz de modo concentracdo-dependente a
sintese de proteinas da MEC, tais como os coldgenos tipos 1 e 2 e
fibronectina, principalmente a partir da concentracdo de 1,0 uM do Ml
em cultura de fibroblastos dermais. Neste trabalho, o efeito inibitrio do
sinalizacdo celular pelo PDGF e fator de crescimento e transformagao
do tipo B (TGF-p — do inglés, transforming growth factor p). Este
mecanismo de a¢do pode auxiliar a explicar o efeito também observado
em nosso trabalho. Portanto, 0 medicamento pode alterar a sintese de
componentes de MEC e comprometer 0 MH na MO, dificultando ainda
mais a recuperacdo da hematopoese fisioldgica dos pacientes ou até
mesmo facilitando a liberagdo de células leucémicas do compartimento
da MO para a circulacdo sanguinea, j& que a redugdo da sintese de
fibronectina provavelmente prejudica a adesdo dos progenitores
hematopoiéticos na MEC da MO.

Em trabalho publicado por Chen e colaboradores (2007), ficou
demonstrado que a MEC da MO previne a diferenciagdo das CTM em
osteoblastos. Este dado pode auxiliar a compreender e correlacionar a
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reducdo da expressdo de fibronectina com o estimulo para diferenciacédo
osteogénica das CTM expostas ao MI. Em nosso trabalho, observamos
gue o medicamento interferiu na expressdo imunocitoquimica de
fibronectina e possivelmente pode comprometer a constituicdo normal
da MEC in vivo.

Para compreender o possivel mecanismo de morte celular
observado nos experimentos anteriores, aplicamos algumas técnicas
disponiveis. Pelo fato de o Ml ser um agente antineoplasico, levantamos
a hipétese de que o principal mecanismo de morte celular seria pelo
estimulo de apoptose. Através da contagem de nulcleos picnéticos e
coloragdo com laranja de acridina e brometo de etidio, buscamos avaliar
a morte celular observada quando da exposicdo das CTM ao
medicamento.

Na contagem de nucleos picnéticos, analisamos o percentual de
nacleos com picnose em relagdo aos nulcleos celulares de tamanho
normal (figura 27). O MI, em todos os tempos de exposi¢do avaliados,
promoveu aumento de ndcleos picnéticos de modo concentragdo-
dependente.. Este aumento na contagem de nucleos picnoticos foi
estatisticamente significativo principalmente a partir da concentracéo de
5,0 UM do MI. Na concentracdo de 2,5 puM, o indice de nicleos
picnoticos foi de aproximadamente 20%, enquanto que em 5,0 uM este
indice ficou préximo de 40%, sugerindo que a reducdo da viabilidade
celular observada em nossos experimentos possivelmente ocorre pelo
fato de o medicamento estimular a morte celular apoptose nas CTM, ja
gue o nucleo picnético é uma das caracteristicas de células em processo
de morte celular por apoptose. Neste resultado, a varidvel concentracdo
do MI foi a principal responsavel pelo efeito observado (85,8%),
enquanto que o tempo respondeu por apenas 3,6% da variacdo total.
Além disso, somente a varidvel concentracdo teve influéncia
extremamente significativa (p < 0,0001) na contagem de nucleos
picndticos. Portanto, a varidvel concentragdo foi a principal responsavel
pelo aumento concentracdo-dependente de nlcleos picnéticos nas CTM
expostas ao MlI.

Aplicamos também os corantes brometo de etidio e laranja de
acridina nas culturas com CTM expostas ao MI. O brometo de etidio
tem coloracdo alaranjada e o laranja de acridina coloracdo verde. As
células viaveis captam somente o laranja de acridina, permanecendo
com coloragéo verde. Nas celulas inviaveis, pelo defeito na membrana
celular das mesmas, o brometo de etidio é captado corando o nucleo
elou citoplasma das células com coloracdo alaranjada. Observando a
figura 28, concluimos que as células de todos 0s grupos expostos ao
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medicamento captaram o brometo de etidio (células com citoplasma
e/ou nucleo alaranjados), enquanto que somente as células do grupo
controle captaram somente o laranja de acridina (células esverdeadas). A
partir destes resultados, fica evidente que ha morte celular,
possivelmente por apoptose, em todas as concentragfes do MI, o que
fica consistente com nossos dados de viabilidade celular, quando houve
reducdo concentracdo-dependente da viabilidade de CTM expostas ao
medicamento, além de comprovar que o0 mesmo atua em células
normais, como as CTM utilizadas em nosso estudo. Os quimioterapicos
em geral agridem o organismo em diferentes niveis. Li e colaboradores
(2004) demonstraram que citarabina, vincristina, etoposide e placitel
apresentam citotoxicidade quando adicionados em culturas de CTM,
principalmente apds 72 horas de exposi¢do. O medicamento avaliado em
nosso trabalho, embora atue no defeito molecular BCR-ABL da LMC,
também promoveu morte celular provavelmente pelo estimulo de
apoptose em culturas de CTM normais, demonstrando que sua atuagao
ndo é essencialmente especifica.

Diante dos resultados obtidos em nosso trabalho, relatamos que o
MI influencia o comportamento de outras populagdes de células que
constituem o MH, como as CTM avaliadas neste estudo. Todos os
efeitos observados e quantificados foram caracterizados como
concentracdo-dependente.

As concentracBes clinicamente significativas do medicamento
avaliadas neste estudo foram 2,5 e 50 uM, no entanto, ha a
possibilidade de que os efeitos observados sejam mais acentuados em
pacientes que utilizam o medicamento por tempo prolongado — anos, por
exemplo - ja que em nosso trabalho avaliamos um tempo de exposi¢éo
curto e agudo do MI nas CTM. Estes efeitos demonstrados in vitro
possivelmente refletem as alteracbes das CTM da MO observadas
também nos pacientes in vivo, no entanto, trabalhos mais detalhados in
vivo devem ser realizados a fim de esclarecer melhor estes efeitos e seus
possiveis mecanismos. Apesar da constante evolugdo no
desenvolvimento de agentes cada vez mais especificos no tratamento do
cancer, efeitos inespecificos em células normais continuam sendo
observados e sdo preocupantes. Além disso, os resultados deste trabalho
sinalizam para os riscos que, por exemplo, gestantes com diagnostico de
LMC poderiam ser expostas ao utilizar o MI, o qual poderia
comprometer o desenvolvimento normal da placenta humana e também
o0 desenvolvimento embrionario. Por demonstrar capacidade em
estimular a diferenciacdo das CTM para o fendtipo 6sseo, 0 Ml também
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é uma opcdo a ser estudada para aplicacdo no tratamento de neoplasias
de tecido 6sseo, e também em doencas caracterizadas por perda de
massa 0ssea.

Acreditamos que nosso trabalho tenha contribuido de forma
positiva e relevante para uma melhor compreenséao dos efeitos celulares
do MlI, em especifico no comportamento das CTM, ja que sdo escassos
os trabalhos realizados com o propdsito de verificar a atuacdo do mesmo
nesta linhagem celular.
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7 CONCLUSOES

1. As células-tronco isoladas da placenta humana foram
caracterizadas como CTM, por demonstrar morfologia, potencial
de diferenciacdo e marcadores imunofenotipicos condizentes com
0s ja padronizados para a correta identificacdo destas células.

2. O MI reduziu a viabilidade celular das CTM de modo
concentracao-dependente com valor de IC50 de 8,7 uM.

3. As CTM apresentaram morfologia alterada em todas as
concentrages em que foram expostas ao medicamento.

4. A taxa de proliferacdo celular foi reduzida de modo concentracéo-
dependente pelo M.

5. O medicamento estimulou a diferenciacdo das CTM para 0s
fendtipos adipogénico e osteogénico, principalmente na
concentracdo de 2,5 uM, favorecendo o aparecimento de células
adiposas e osteoblastos.

6. O medicamento reduziu a populacdo de células indiferenciadas
(Oct-4 e Nanog positivas) somente nas maiores concentragfes (10
e 15 uM). Assim, sugerimos que as células indiferenciadas
pareceram ser mais resistentes aos efeitos do MI quando
comparadas a células possivelmente j& diferenciadas, isso nas
menores concentracdes (2,5 € 5,0 uM).

7. A expressdo imunocitoquimica de fibronectina foi reduzida nas
CTM expostas ao M, indicando que o medicamento pode também
comprometer os constituintes normais da MEC.

8. As CTM expostas ao MI demonstraram aumento concentracao-
dependente no percentual de ndcleos picnéticos e captaram o
corante Brometo de Etidio, comprovando que houve morte celular
em todas as faixas de concentracdo a que as CTM foram expostas
ao medicamento, possivelmente pelo mecanismo de apoptose.

9. O MI demonstrou ndo ser especifico para inibicdo da sinalizacdo
BCR-ABL, afinal as CTM utilizadas em nosso estudo foram
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células saudaveis e que provavelmente ndo expressaram esta
oncoproteina. O efeito inespecifico do medicamento nas CTM
provavelmente resultou da modulacdo de diferentes proteinas e
receptores do tipo tirosinoquinase presentes nesta populacao de células.
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9 ANEXOS

Anexo A - Termo de consentimento livre e esclarecido das gestantes
participantes do estudo

UNIVERSID ADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
LABORATORIO DE NEUROBIOLOGIA E HEMATOLOGIA CELULARE
MOLECULAR
BEG-CCE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
TITULO DO PROJETO: Expanséo ex vive de células tranco mesenqutmais e hermtopoletlcas de
placenta/cordio umbilical para reconstituicéo terapéutica e reprog ¢ a

PESQUISADOR RESPONSAVEL (ORIENTADOR): Prof. Marcio Alvarez da SlMa

PESQUISADCR PRINCIPAL: Aloisio Luiz Benedetti, Talita da Silva Geremias, Marisiela Martini,
Evelyn Winter, Lislane Paynussal, Maria Cecllia Kohler, Rossana Siméo, Efien Marcelina Spillere |
Iris Mattos Sanios

Estamos desenvolvende Projeto de Pesquisa envolvendo a ufilizacdo de célules tronco
hematopoiéticas (CTHs) e células tronco mesenquimais (CTi%s) obticas do corddo
umblilcal/placenta. Estas células sdo importantes para os transplantes e recuperagdo do sangue
nos casos de leucemilas e em ‘umores malignos. Entretanto algumas dficuidades s@o
observadas: 1) baixc numero de doaderes disponiveis; 2) a compatibilidade do doador com o
receptor; 3) baixo numere de CTHs no sangue do corddo umbiical. Neste projeto esperamos
fazer um enriquecimerio em CTHs para a sua utilizacdo clinjca. E possivel se obier células tronco
mesenquimals (CTMs) do cord2o umbllical e da placenta. As CTMs podem formar tecidos como
muscular, sanguineo e neural. Neste projeto estamos interessados em obter e amplficar ex vAvo
CTHs humanas de corddo umbiical/placenta de neonstos a termo, assim como obler, caraclerizar
@ re-programar CTMs obtidas mesmo lecldo, Investigaremos lambém como células-tronco
mensenguimals oblidas de placentalcorddo umblitcal, podem methorar a amplificagdo de CTHs in
vitro. Esperamos que esta pesquisa fraga beneficios, como o aumento no sucesso de
procedimentos como transplante de medula dssea. A placentaicorddo umbilical oblida serd
precessada no Laboratério as CTHs e CTMs, onde isolaresmos as células e menteremos em
culiura para testarmos qual o methor melodologia de ampifficacéo destas céluias. Se voca tiver
alguma duvida em relagéo ao estudo ou ndo quiser mals fazer parte do mesmo, pode erirar em
contato pelo telefone: 48 33316205, Laboraldrio de Neurobiologia Celufar & Mofecular.

Se vocé estiver de acordo em parlicipar desta pesquisa, posso garantir que o malerfal celular
oblido, sera confidendial e somente sera wilizedo nesie irabalhe, pedendo ser congelade para
posterior procedimenio.

Pesquisador Responsadvel: __ Mok Do
Pesquisador Prinupal' v Qi YosnRea
Eu @ @L&)EA—A , fui esclerecido (a) sobre a Pesquisa “Expanséo ex
vivo de células irofts quimals ¢ hematopoléticas de placentalcorddo umbilical para
reconstilulcdo ferapéutica e reprogramacdo fenctipica” e concorde com a doagdo de parlo efou
totalidade da placenta e corddo umbiical, e gue meus dados seja uilizadas. na realizacdo da
pesyuisa.

Fioriangpolis, _ 20 ___de IRGS. de 2009,

Assinatura:__ ‘-C_ 2 g %) %?:d U/\ RG: 9 30“ 48@ ©
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UNIVERSID ADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
LABORATORIO DE NEUROBIOLOGIA E HEMATOLOGIA CELULAR E
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i Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
TITULO DO PROJETO: Expanséo ex vivo de células tronco mesenquimais e hematopoiéticas de
placenta/corddo umbilicat para reconstituicéo terapéutica e repragramacéo fenotipica.
PESQUISADOR RESPONSAVEL (ORIENTADOR): Prof. Marcio Alvarez da Silva
PESQUISADOR PRINCIPAL: Aloisio Luiz Benedetti, Talita da Silva Geremias, Maristela Martini,
Evefyn Winter, Lisiane Paynussat, Maria Ceciiia Kohler, Rossana Siméao, Ellen Marcelina Spillere |,
Iris Mattos Sanlos

Estamos desenvoivendo Projelo de Pesquisa envolvendo a utilizacdo de células tronco
hematopoiéticas (CTHs) e células fronco mesenquimais (CTMs) obtidas do corddo
umbilical/placenta. Estas células sdo imporianles para os ransplantes e recuperago do sangue
nos casos de leucemias e em ‘tumores malignos. Entretanto algumas dificuldades s&o
observadas: 1) baixo numero de doadores disponivels; 2) a compatibilidade do doador com o
receplor; 3) baixo numera de CTHs no sangue do corddo umbiical. Neste projele esperamos
fazer um enriquecimente em CTHs para a sua ulilizagdo clinica. E possivel se obler células fronco
mesenquimais (CTMs) do cord&o umbilical e da placenta. As CThMs podem formar tecidos como
muscular, sanguineo e neural. Neste projeto estamos interessados em obler e amplificar ex vivo
CTHs humanas de corddo umbiiical/placenia de neonatos a termo, assim comao obfer, caraclerizar
e re-programar CTMs obtidas mesmo tecido. Investigaremos também como células-ironco
mensenguimais oblidas de placenta/cord&o umbilical, podem melhorar a ampiificacdo de CTHs In
vilro. Esperamos que esta pesquisa traga beneficios, como o aumento no sucesso de
procedimentos coma transplante de medula dssea. A placenta’corddo umbilical oblida serd
processada no Laboratério as CTHs e CTMs, onde isolaresmos as células e manteremos em
cuttura para lestarmos quel o melhor metodologia de ampiificacéo destas células. Se vocd tiver
alguma duvida em relagdo ao estudo ou ndo quiser mais fazer parte do mesmo, pode enlrar em
contafo pelo felefone: 48 33316905, Laboratério de Neurobiologia Celular e fMolecufar.
Se vocé esliver de acordo em participar desta pesquisa, posso garantir gue o material celular
obfido, sera confidencial e somente sera ulilizado neste rabalho, podendo ser congelado para
posterior procedimento.
Pesquisador Responsavel: Oﬁm %LC{»’
Pesquisador Principal: Noei® 3&\.\.0'U\J Loy

S

Eu_Michi F §. Mowua . fui esclarecido (a) sobre a Pesquisa “Expanséo ex
vivo de células trenco mesenquimais e hematopoiéticas de placenta/corddo umbilical para
reconsiituicdo terapéutica e reprogramacéo fenotipica™ e concordo com a doacgéo de parle efou
lotalidade da placenta e corddo umbilical, e que meus dados seja utilizadas, na realizagéo da
pesquisa.

Florianépolis, _ 4c , _de _utivauine de 2040
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TITULO DO PROJETO: Expansiio ex vivo de células tronco mesenquimais ¢ hematopoiéticas
de placenta/corddo umbilical para reconstituigdo terapéutica e reprogramagao fenotipica.

PESQUISADOR RESPONSAVEL (ORIENTADORY): Prof. Mrcio Alvarez da Silva

PESQUISADOR PRINCIPAL: Aloisio Luiz Benedetti, Maristela Martini, Diego Amarante da
Silva, Diana Heck, Sarah Carneiro, Mariane Dahmer

Estamos desenvolvendo um Projeto de Pesquisa envolvendo a utilizagio de células tronco
hematopoiéticas (CTHs) e células tronco mesenquimais (CTMs) obtidas do corddo
umbilical/placenta. Estas células sdo importantes para transplantes e recuperagio do sangue nos
casos de leucemias e tumores malignos. Entretanto al dificuldades sd3o observadas:
1)baixo nimero de doadores disponiveis; 2)a compatibilidade do doador com o receptor;
3)baixo nimero de CTHs no corddo umbilical. Neste projeto esperamos fazer um
enriquecimento em CTHs para a sua utilizagdo clinica. £ possivel se obter CTMs do corddo
umbilical e da placenta. As CTMs podem formar tecidos como muscular, 6sseo, sanguineo e
neural. Neste projeto estamos interessados em obter e amplificar ex vivo CTHs humanas de
corddo umbilical/placenta de neonatos a termo, assim como obter, caracterizar e re-programar
CTMs obtidas do mesmo tecido. Investigaremos também como CTMs obtidas de
placenta/cordﬁo umbilical podem melhorar a amplificagdo de CTHs in vitro. Esperamos que
esta pesquisa traga beneficios, como o no de procedi como tr

de medula 6ssea. A placenta/corddo umbilical obtida serd processada no Laboratério, onde
isolaremos as células e manteremos em cultura para testarmos qual a melhor metodologia de
amplificagdo destas células. Se vocé tiver alguma davida em relagdio ao estudo ou ndo quiser
mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelo telefone: (48) 33316905, Laboratorio
de Células Tronco e Regeneragiio Tecidual (LACERT).

Se vocé estiver de acordo em participar desta pesquisa, posso garantir que o material celular
obtido, serd confidencial e somente sera utilizado neste trabalho, podendo ser congelado para
posterior procedimento.

Pesquisador responsével: '\\)\:‘)X@ Q\W\“\N"\.’; A0 S ey
Pesquisador principal: __ \0nghun St
&

v W~

Eu _)oceanin ' Sonsiaces Y An R\ , fui esclarecido(a) sobre a Pesquisa
“Expansdo ex vivo de células tronco mesénquimais ¢ hematopoiéticas de placenta/corddo
umbilical para reconstitui¢dio terapéutica e reprogramagdo fenotipica”e concordo com a doagio
de parte e/ou totalidade da placenta e corddo umbilical e que meus dados sejam utilizados na
realizagdo da pesquisa.
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