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RESUMO

A manutencdo de células-tronco hematopoéticas (HSC) depende do
microambiente tridimensional da medula 6ssea (MO). Com o objetivo de
estabelecer um modelo in vitro 3D representativo do nicho subendosteal
humano de HSC, células-tronco mesenquimais (MSC) de MO humana,
induzidas para a linhagem osteogénica, foram cultivadas como agregados
esféricos (esferdides) sobre os quais MSC nao induzidas foram distribuidas,
formando esfer6ides mistos com populacdes segregadas. O padrdao de matriz
extracelular foi semelhante ao observado in vivo, com colageno |
exclusivamente na regido central de pré-osteoblastos. Células CD34" de
sangue de cordao (SC) ou de MO foram co-cultivadas e migraram para o
interior dos esferdides, atingindo um platd em 24h, que se deveu a uma
circulagdo continua destas células. Elas localizaram-se na interface das duas
populacdes e um maior percentual de células em quiescéncia foi observado.
Portanto, o modelo de esferdide misto é representativo do nicho subendosteal

de HSC, orientando sua migracéao e mantendo a quiescéncia.
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ABSTRACT

The maintenance of hematopoietic stem cells (HSC) depends of a
tridimensional bone marrow (BM) microenvironment. In order to establish a 3D
in vitro model that mimics the human HSC subendosteal niche, osteoblastic
induced BM mesenchymal stem cells (MSC) were cultured as spheroid
aggregates and non-induced MSC were plated onto these cell aggregates,
forming mixed spheroids with both populations segregated. The extracellular
matrix pattern was similar to what is described in vivo, with collagen | synthesis
exclusively in the pre-osteoblast central region. Cord blood (CB) or BM CD34"
cells were co-cultured and migrated into the spheroids reaching a plateau at
24h that was due to a continuous circulation of these cells. They localized at the
interface between the two layers and a higher percentage of quiescent cells
were observed. Therefore, the mixed spheroid model mimics the HSC
subendosteal niche, guiding the HSC migration and maintaining them

quiescent.
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1. Introducao

1.1. Hematopoese e Microambiente Medular

A hematopoese é o processo de formacdo de todas as células
sanguineas, compreendendo as populacées mieldides, linféides e progenitores
em diversos niveis de comprometimento com estas linhagens (Dorshkind,
1990). Todas as células hematopoéticas derivam de uma unica célula, a célula-
tronco hematopoética (HSC, hematopoietic stem cell), caracterizada por sua
capacidade de auto-renovacao ilimitada e de diferenciacdo para as varias
linhagens hematopoéticas (Kondo et al., 2003).

Durante o desenvolvimento embrionario a formacao de células
sanguineas se divide em duas fases: hematopoese primaria e secundaria
(Godin e Cumano, 2002). A hematopoese primaria € o primeiro momento de
surgimento de células hematopoéticas, no qual apenas ilhotas de eritrécitos
sdo produzidas no saco vitelino, isso ocorre por volta do dia 7,5 no
desenvolvimento murino, e, embora ainda possa existir algum questionamento
sobre se este surto inicial contribui ou ndo para a hematopoese definitiva
(Kumaravelu et al., 2002), ha uma forte tendéncia na literatura de acreditar que
a hematopoese do saco vitelino seja transitéria (Godin e Cumano, 2002;
Gothert et al., 2005).

A hematopoese secundaria se origina na regidao Aorta-Gonada-
Mesonefrons/Para-Aorta-Esplancnopleura (AGM/PAE) por volta do dia 10,5 no
desenvolvimento murino ou 30° dia de desenvolvimento em humanos, e ela da
origem a todas as linhagens hematopoéticas, eritrécitos, granulécitos, linfocitos
e plaquetas, e € neste momento que a HSC definitiva surgiria (revisado em
Godin e Cumano, 2002; Dazzi et al., 2006). Nos momentos seguintes existe
uma transferéncia do sitio de hematopoese através da migracao da HSC para
outros 6rgaos ao longo do desenvolvimento, nos quais encontra um nicho
apropriado que sustente a hematopoese. Primeiro ha transferéncia para o
figado fetal (10,5-12 dias de desenvolvimento murino), em seguida para o timo,
baco, omento e medula éssea (MO) (14-16 dias de desenvolvimento murino).

Ap6s a colonizacdo da MO ha diminuicdo na producdo de células



hematopoéticas nos demais 6rgaos e 4 dias apdés o nascimento a medula se
torna o érgdo hematopoético preferencial (Godin et al.,, 1999; Tada et al.,
2006). Esta transicao dos sitios de hematopoese durante a vida fetal é dita ser
regulada por mudancgas no microambiente, que criam ambientes mais atraentes
para a manuteng¢do da hematopoese e, condizente com isto, em 2006, Tada e
colaboradores demonstraram que a mudanca de sitio de hematopoese é
precedida por uma mudanca na observacado de co-localizagdo do par VCAM-
1/fibronectina. Segundo estes autores, a hematopoese sempre ocorre em
orgaos que apresentam esta co-localizacdo e nos momentos de transicdo ha
perda desta co-localizagdo no 6érgdo abandonado, quando as moléculas
passam a ser expressas em regides espacialmente isoladas. No entanto, a
migracao especifica das HSC para a MO durante o desenvolvimento
embrionario parece depender da quimiocina SDF-1a/CXCL12, pois este

processo é severamente inibido em camundongos SDF1”" (Ara et al., 2003).

As HSC murinas foram caracterizadas pela expressédo de c-Kit e Sca-1
(stem cell antigen-1) e auséncia de antigenos especificos das linhagens
hematopoéticas (Lin’), células KSL (Morrison et al., 1995). J&4 as HSC humanas
tém sido identificadas pela expressdo da glicofosfoproteina CD34, que se
acredita ser uma molécula de adeséo. A fragcdo CD34" da MO humana constitui
uma populacdo heterogénea e representa cerca de 1,5% das células
mononucleares (Krause et al., 1996). A subpopulagédo de células CD34" que
nao expressa CD38 (CD34°CD38") é enriguecida em HSC, sendo capaz de
reconstituir a hematopoese de hospedeiros imunodeprimidos, como o0s
camundongos NOD/SCID (Civin et al., 1996).

A hematopoese é um processo hierarquico e ordenado onde as células-
tronco de longa duracao (LT-HSC, Long Term-Hematopoietic Stem Cell) dao
origem a células iguais a si (auto-renovacdo) e a progenitores altamente
proliferativos de curta duracdo que vao sucessivamente perdendo a
capacidade de auto-renovacao, dando origem a HSC capazes somente de
reconstituir  transitoriamente a hematopoese (ST-HSC, Short Term-
Hematopoietic Stem Cell) e progenitores multipotentes que progressivamente



perdem o potencial de diferenciacdo, se comprometendo com determinada
linhagem hematopoética (Kondo et al., 2003). A manutencao da propriedade de
célula-tronco sé é possivel devido a manutencdo de um pool de HSC em
estado quiescente, evitando assim que a cada ciclo celular ocorra
encurtamento dos teldmeros (sequéncia protetora do genoma). Este
encurtamento de telébmeros evidencia o envelhecimento celular pois gera um
namero fixo de ciclos ao longo da vida de uma célula. As HSC possuem alto
potencial replicativo, logo devem ser mantidas quiescentes prevenindo
encurtamento de teldmeros e mantendo sua capacidade de reconstituicao de
da hematopoese (Suda et al., 2005).

As HSC possuem desta forma uma impressionante tarefa, originar todas
as diferentes linhagens hematopoéticas e manter um pool de progenitores
quiescentes. Acredita-se que ela realiza esta tarefa através de decisbes
binarias que vao progressivamente restringindo a possibilidade de fendétipos
finais, ou seja, as decisdes ndo sao realizadas apenas na HSC e conforme a
célula hematopoética prossegue na cascata, as decisdes ficam “marcadas”.
Existe uma pequena plasticidade principalmente nos progenitores mais jovens,
porém, quanto mais avancadas na cascata, menor a chance de retorno,
culminando com um fenétipo diferenciado irreversivel (Kondo et al., 2003). Esta
restricdo progressiva se da no contexto celular interno e é fundamental na
decisdo do destino celular. Por contexto interno refere-se principalmente a
organizacao da cromatina. A cada decisdo realizada ao longo do processo de
diferenciacao a cromatina é modificada, podendo sofrer metilagao, fosforilagao,
acetilacao ou retirada desses radicais, de forma que sua organizacao espacial
se torna menos ou mais acessivel a determinados fatores, mudando assim a
capacidade de resposta da célula hematopoética ao seu ambiente externo
(Berger, 2000).

No caso do sistema hematopoético um grande regulador do estado da
cromatina € IKAROS, subunidade de um complexo chamado NURD que

deacetila histonas. IKAROS ¢é fundamental na embriogénese, durante a

formacao do sistema hematopoético, sendo expresso tanto na regido de



hematopoese primitiva, saco vitelino, quanto em &reas de hematopoese
definitiva como figado fetal. Em adultos, ainda ha a expressédo de IKAROS em
populacbes da MO enriqguecidas em HSC e linfocitos. Estudos com
camundongos nocautes para IKAROS mostraram que este é fundamental na
manutenc¢ao do pool de HSC e na linfopoese B e T, bloqueando a diferenciacéao
mielbide, pois impede a acetilagdo da cromatina (Georgopoulos, 2002).

Quanto a conformacao de cromatina, na manutencdo da auto-
renovagao, uma familia de possiveis fatores relevantes sdo os repressores da
familia PcG que formam multicomplexos que interagem com a cromatina,
existem 2 tipos de complexos, o Eed possui atividade enzimatica de acetilagao
e metilagdo, enquanto o Bmi-1 antagonizam o remodelamento efetuado pelo
complexo SWI-SNF (lwama et al., 2004). Em 2004, pode-se entender melhor o
papel de Bmi-1 na hematopoese, observou-se que células KLS de animais
nocautes para Bmi-1 apresentavam uma reduc¢dao no numero e tamanho de
colénias mulitinhagem que formavam em ensaios de col6nia, apresentando
uma diferenciacdo limitada (apenas neutréfilos e macréfagos) com perda
acelerada de potencial de diferenciacdo e expansao ineficiente de progenitores.
Em seguida, estudando a superexpressao de Bmi-1, observou-se um aumento
de 56-80 vezes no numero de colénias multilinhagem, demonstrando a
retencdo do potencial de diferenciacdo em diversas linhagens, estas células
quando transplantadas apresentaram um enorme potencial de repopulagéo, 35
vezes maior que o controle, colocando desta forma Bmi-1 como um dos
responsaveis downstream importantes para auto-renovacdo, reprimindo

modificagdes na cromatina (lwama et al., 2004).

Para a existéncia de uma hematopoese funcional ha a necessidade da
formacao de células diferenciadas com simultdnea manutencao do pool de
progenitores. Para isso, além do impedimento da diferenciacdo, também é
necessario um controle da divisao celular que permita formar células-filhas que
déem origem a células hematopoéticas funcionais e outras que mantenham o
pool multipotente indiferenciado. Existem duas possibilidades de divisao celular

que explicariam tal fenbmeno, a primeira é a divisdo simétrica na qual a célula



mé&e daria origem a duas células-filhas idénticas entre si, sejam elas idénticas a
célula mae (auto-renovacdo) ou dois progenitores multipotentes sem
capacidade de auto-renovacdo. Neste caso haveria a necessidade da
coordenacado destas duas possibilidades para manter o pool de células-tronco.
A segunda possibilidade é a divisdo assimétrica, a mais aceita, onde a HSC
daria origem a uma HSC igual a si (LT-HSC) e a uma célula filha progenitora
multipotente com reduzida capacidade de auto-renovacao (ST-HSC), que iria
entao seguir a cascata de proliferacao e diferenciacao. Isto € possivel quando o
eixo da mitose se modifica de forma que uma das células filhas sofre influencia
de um outro nicho que ndo o da célula mée (assimetria ambiental) ou se
previamente a divisdo celular a célula-mae reorganiza um grupo de mediadores
de sinalizacdo (proteinas ou RNA) apresentando-os em uma localizagao
assimétrica no citoplasma de forma que apéds a divisdo as células filhas herdam
diferentes componentes (assimetria seccional). Este processo foi bem descrito
durante o desenvolvimento embrionario principalmente de droséfilas
(Brummendorf et al, 1999; revisado em Fuchs et. al., 2004), mas acredita-se
que em mamiferos a divisdo assimétrica das HSC se deva a uma assimetria
ambiental (Ho , 2005).

Em adultos, toda essa cascata de diferenciacao ocorre na MO de forma
organizada espacial e hierarquicamente, sendo que a HSC quiescente se
localiza na regido subendosteal (Calvi et al., 2003; Nilsson et al., 2001; Zhang
et al., 2003) e conforme esta segue pela cascata de diferenciacdo ha
deslocamento em diregdo aos seios venosos centrais, regido rica em
populacées em estado final de diferenciagédo que entdo atravessam o endotélio
atingindo finalmente a corrente sanguinea (Fig.1) (Kondo et al., 2003;
Taichman et al., 2005). Ao longo deste trajeto existem nichos para cada estagio
de desenvolvimento (Schofield, 1978). Estes nichos sdo compostos pela
interacdo dos progenitores hematopoéticos com as células do estroma
medular, a matriz extracelular e fatores de crescimento, que geram sinalizacao
intracelular e estabelecem determinado comportamento/fenétipo celular
(Nilsson et al., 1997; Reya et al., 2001; Taichman et al., 2005).
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Figura 1. Nicho subendosteal e cascata de diferenciagéo restritiva hematopoética.
Esquema mostra a organizacdo espacial das células em diferenciacdo, com as
populagbes mais diferenciadas mais préximas da regiao central da medula. Em
detalhe, imagem por microscopia confocal das células-tronco hematopoéticas
humanas transplantadas, em amarelo, localizadas no nicho subendosteal de
camundongos NOD/SCID irradiados, entre o 0sso e células mesenquimais derivadas
de MO humana previamente implantadas na cavidade medular, em verde. Nucleos em
azul. (Montagem a partir de Taichman, 2005; Muguruma et al., 2006).

O estroma da MO é heterogéneo e inclui células reticulares
(progenitoras  mesenquimais e  adventicias), osteoblastos, células
acumuladoras de gordura, endotélio e células de origem hematopoética, como
macrofagos (Fig.2). Os principais componentes da matriz extracelular da MO
sdo colageno tipo | (osso trabecular), tipo IV, proteoglicanos (ex: heparan
sulfato), glicosaminoglicanos (ex:acido hialurénico), fibronectina e laminina (na
cavidade medular) (Weiss et al., 1984; Friedenstein et al., 1976; Pittenger et al.,
1999; Nilsson et al., 1998). Acredita-se que o microambiente tenha papel
fundamental na regulacdao das funcbes celulares uma vez que as células

interagem entre si e com a matriz, através de uma série de moléculas de



adesdo, e essas inter-relacbes geram sinais intracelulares que alteram os
padroes de expressdo génica em ambas as populagdes, levando assim a
geracdao de nichos especificos, responsaveis pelo controle da quiescéncia,
proliferacao e diferenciacdo dos progenitores hematopoéticos (Nilsson et al.,
2001; Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003).

Adipscito ou Celula Capilar
célula adiposa adventicial il

Compartimentos
hematopocticos

Célula endotelial

Artéria

VEIA
LONGITUDINAL Célula
CENTRAL adventicial

Penetragio
Megacariécito 1lhota do leucocito no
eritroblistca megacariocilo

Figura 2. Os diferentes tipos celulares que compdem o estroma da MO, reparar que
estes se encontram entre grande numero de células hematopoéticas (Fonte: Greep e
Weiss, 1973).

1.1.1. Células-tronco mesenquimais e organizacao do microambiente
hematopoético

Os trabalhos pioneiros de Friedenstein (1976), demonstrando a
presenca, na MO, de uma populagdo de células aderentes fibroblastoides
clonogénicas, denominadas unidades formadoras de colénias de fibroblasto
(CFU-F, Fibroblast-colony forming unit), sugeriram a hipo6tese, confirmada
posteriormente, de que o estroma da medula também seria dependente de
uma populagdo de células-tronco quiescentes e multipotentes que geraria
progenitores comprometidos com as diferentes linhagens celulares que



compéem o estroma medular. Esta populacdo tem sido denominada, na
literatura, de células-tronco mesenquimais (MSC, mesenchymal stem cells) ou
células-tronco estromais da MO (revisado em Bianco et al., 2001 e Minguell et
al., 2001).

As MSC representam 0,01-0,0001% das células nucleadas na MO,
porém possuem um papel fundamental na hematopoese ja que dao origem as
células que constituem grande parte do nicho hematopoético. Por ser um
progenitor pluripotente é capaz de originar todas as populacdes celulares do
sistema  musculo-esquelético  (células  musculares, osteoblastos e
condroblastos) e alguns grupos discutem até mesmo seu potencial de originar
populacdes nao mesodérmicas como neurdnios e hepatdcitos (Pittenger et al.,
1999; Kopen et al., 1999; Sato et al., 2005).

Recentemente, Miura e colaboradores produziram um ossiculo ectdpico
no dorso de camundongos, utilizando ceramica em pé (hidroxiapatita associada
a fosfato de calcio, HA/TCP) e MSC humanas expandidas em cultura.
Observou-se, apds 8 semanas, a formacao de um ossiculo apresentando uma
MO organizada e funcional, ao contrario de quando eram colocadas MSC
induzidas para a via osteogénica por 2 semanas ou osteoblastos trabeculares,
quando sé era formado 0sso. A analise das populacdes presentes mostrou que
as populacées mesenquimais eram humanas e as populacées hematopoéticas
eram do receptor murino. Além disso, a utilizagdo das células hematopoéticas
retiradas da MO do ossiculo em transplante para camudongo imunodeficiente
mostrou que elas tinham a mesma capacidade de pega e sustentacdo de
hematopoese que o controle de células de MO do fémur, ou seja, o ossiculo
sustentava a LT-HSC (Miura et al., 2006). Estes achados estenderam os
resultados obtidos anteriormente pelo mesmo grupo e confirmaram a
propriedade primordial e exclusiva das MSC da MO de organizar um
microambiente hematopoético, uma vez que MSC de ligamento dentario ndo
foram capazes de formar tecido hematopoético quando injetadas, com

HA/TCP, no subcutaneo de camundongos imunodeprimidos (Shi et al., 2005).



Apesar de existirem diversos grupos estudando esta populagéao celular
mesenquimal, ainda ndo se tem descrito um marcador ou grupo de marcadores
imunofenotipicos satisfatorios para identifica-la (Dazzi et al., 2006). As MSC da
MO tém sido isoladas com base em sua propriedade de adesao ao plastico,
capacidade de se diferenciar nas trés linhagens mesodérmicas (osteoblasto,
condrécito e adipdcito) e auséncia de marcadores de células hematopoéticas,
como CD45, CD14 e CD34 (Dominici et al., 2006). Diversos grupos tém
demonstrado sua localizagdo na parede de vasos, estando relacionada com os
chamados pericitos. Um dos trabalhos mais marcantes mostrou que células
Stro-1" isoladas imuno-magneticamente de culturas de MSC humanas se
mostraram positivas para a-actina de musculo liso e CD146 (que é expressom
por pericitos) e quando transplantadas com HA/TCP no dorso de camundongos
construiam um ossiculo ectépico com MO funcional, mostrando assim que
células com fendtipo condizente com o de pericitos teriam propriedades de
MSC (Bianco et al., 2001; Shi e Gronthos, 2003). Em 2006, um trabalho foi
publicado com o objetivo de obter culturas de longa duracdo de células
mesenquimais de diferentes 6rgaos, baseadas no principio de adesao ao
plastico. E foi observado que todos os 6rgdo de camundongos adultos
possuiam tais células, com capacidade de diferenciacdo para 0sso e
adipdcitos, porém com diferencas na eficiéncia de diferenciacdo dependendo
do 6rgao obtido. Os autores entao testaram se estas células estaria associadas
a vasos sanguineos, comuns a todos os 6rgaos. Foram testadas células
obtidas de glomérulo (estrutura capilar) e artéria aorta (vaso de grande calibre)
e em ambos os casos houve diferenciacdo para as linhagens mesenquimais
testadas, ou seja, as células perivasculares de ambas as estruturas tinham
propriedades de MSC (Silva-Meirelles et al., 2006).

1.2. Migracao na MO

A MO é um 6rgao muito dindmico, pois as células hematopoéticas
migram intensamente. Além da migracado durante o processo de diferenciacéo,
as HSC freqlentemente saem da medula para o sangue periférico, sendo
capazes de retornar e ocupar seus nichos na regidao subendosteal. Logo, as
HSC circulam, mesmo em condig¢des fisiologicas (Wright et al., 2001).



A principal via de migracao para a medula é pelos seios venosos da
regido central desta (Nilsson et al., 2001) e a migracdo para o microambiente
medular envolveria quatro etapas basicas: rolamento sobre o endotélio,
migracao transendotelial, migracdo transmedular e fixacdo em seu nicho (Fig.3)
(revisado por Nilsson et al., 2006). Os mecanismos envolvidos neste processo
ainda nao foram completamente esclarecidos. A célula progenitora interage
com o endotélio via selectinas-P, selectina-E e VLA-4 com conseqlente
adesao superficial e sucessivo rolamento sobre o endotélio, facilitando o
encontro com gradientes quimiotaticos (Alon et al., 1995; Hidalgo e Frenette,
2004). Este gradiente quimiotéatico € formado principalmente pela producao da
quimiocina SDF-1a pelas células estromais da MO (Nilsson et al., 2001; Sanz-
Rodriguez et al., 2001; Teixido et al., 1992). A interacdo com seu receptor,
CXCR-4, expresso pelos progenitores hematopoéticos, gera um aumento,
nestes, da afinidade dos pares LFA-1/ICAM1, VLA-5/fibronectina e da
expressao e afinidade da integrina VLA-4 para VCAM1 e fibronectina,
estimulando, assim, a adeséo celular e a migracao transendotelial e ecotaxia
(homing) (Peled et al., 2000; Sanz-Rodriguez et al., 2001). O par SDF-
10./CXCR4 deve ser mantido em estado ativado nas células hematopoéticas
na MO para que estas fiquem retidas em seus nichos, pois a interrup¢ao desta
ativacao, por exemplo, através de tratamento com toxina pertussis (Ptx) que
bloqueia a proteina Gi associada a CXCR4, gera uma forte leucocitose e

mobilizacdo das HSC para o sangue periférico (Papayannopoulou et al., 2003).

A importancia de integrinas B1, principalmente VLA-4, no processo de
migracdo das HSC para a MO tem sido defendida por diversos grupos de
pesquisadores uma vez que foi demonstrado que: (i) camundongos deficientes
nesta molécula ndo apresentam migracao para a medula apés transplante de
HSC; (ii) a administragao de anticorpo anti-VLA-4 induz mobilizacao de HSC; e
(i) o papel de VLA4 é dominante em relagdo a outras integrinas
(Papayannopoulou et al., 1993 e 2001; Vermeulen et al., 1998; Potocnik et al.,
2000). Outra interacao importante cujo bloqueio por anticorpos neutralizadores
desencadeia mobilizacdo é a do par CD44/acido hialurénico (Vermeulen et al.,
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1998), um par bastante interessante tendo em vista a grande presenca de
acido hialurénico nas rotas migratérias durante todo o desenvolvimento do
embrido, devido a sua capacidade de criar um ambiente pericelular hidratado

permissivo a migragao (Toole et al., 1997).

Outros membros da familia o de integrinas como a5 e a6 associando-se
a B1 integrina também parecem estar envolvidos na migracao de HSC, porém
com papel secundario, através de interagdo com fibronectina e laminina,
respectivamente, mas suas contribuicbes ndo sao um consenso entre 0s

grupos (Carstanjen et al., 2005; Qian et al., 2006).

Homing Lodgment

Figura 3. Homing da HSC para a MO, seguindo suas quatro etapas basicas:
rolamento sobre o endotélio (1), migracao transendotelial, (2) migracao transmedular
(3) e fixacao em seu nicho (4) (Nilsson et al., 2006).

No entanto, em 2002 um estudo de migracdo de progenitores
hematopoéticos em cultura 3D de estroma de MO murina levantou algumas
questbes em relacdo aos mecanismos ja descritos (Bug et al., 2002). Neste
estudo observou-se que a migracdo era dependente de Rho, Rac e cdc42
(familia Rho de pequenas GTPases) e independente de integrinas o4, a5, B1,
B2 ou de CXCR4. Em acordo com o descrito, Soede e colaboradores (2000)
haviam observado que uma linhagem de leucemia mieloide murina, que nao
expressa CXCR4 e, portanto, ndao responde ao SDF-1a (CXCL12), se
disseminava normalmente in vivo. Além disso, outros autores observaram que

a delecao de o4 ou ab integrinas nao foi capaz de bloquear a migracao de
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progenitores hematopoéticos para a MO (Kondo et al., 2003). A importancia da
familia Rho de pequenas GTPases ja foi confirmada in vivo, pois ndo sé as
células de camundongos nocautes para Rac1 sao incapazes de reconstituir a
hematopoese medular de camundongos irradiados, como esses animais
apresentam enorme déficit na migracao fisiolégica para a medula e a regiao
subendosteal (Cancelas et al., 2005).

Ainda ndo foi descrita a dindmica de funcionamento dessas diferentes
moléculas de adesdo e quimiocinas durante o processo migratério, porém
Bonig e colaboradores em 2006 demonstraram em modelo murino duas vias
compensatérias de migracdo, uma dependente da interacdo o4
integrina/VCAM1 e a outra de CXCR4/SDF-1a. O bloqueio de uma das vias era
ineficiente, pois a outra mantinha a taxa de migragcdo. Somente o bloqueio
duplo surtia efeito significativo, demonstrando assim a dinamica e
complexidade no processo de migracao das HSC (Bonig et al., 2006).

Quanto ao papel das metaloproteases, é sabido que leucécitos utilizam
proteases enddégenas para degradar componentes das juncdes endoteliais, o
que permitiria a projecdo de pseuddépodos por entre as células endoteliais e
posterior migracao (Cepinskas et al., 1999). Embora metaloproteinases (MMPs)
parecam ter papel durante a mobilizacado de progenitores hematopoéticos para
0 sangue periférico, acredita-se que essas proteases sejam liberadas por
neutréfilos (Papayannopoulou, 2004). O papel de MMPs na migracao de
progenitores hematopoéticos para a medula & desconhecido. Em 2004, foi
demonstrado que células CD34" de sangue de corddo secretam MMP-9, uma
gelatinase que, entre outras moléculas, degrada colageno IV. Curiosamente,
nao foi observada expressdao de MMP-9 em células CD34 de MO, que também
apresentaram menor eficiéncia de migracdo em comparagdao com células de
sangue de corddo em ensaios transwell, sendo assim 0s autores propuseram

que esta enzima poderia ter papel importante no homing (Rao et al., 2004b).

A mobilizacdo das HSCs de seu nicho na MO para a circulacéo,

classicamente induzida por tratamento com fator estimulador de colbnias de
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granulécitos (G-CSF, granulocyte-colony stimulating factor), parece depender
da modificacdo do gradiente de SDF-1q, tanto por diminuicdo de expressao
quanto pela clivagem por proteases (elastase, catepsina G, catepsina K e
CD26) (Petit et al., 2002; Christopherson et al., 2003; revisado por Lapidot et
al.,2005), nestes trabalhos a capacidade das células propriamente ditas ou
seus sobrenadantes de clivar SDF-1 foi testada, em ensaios de cultivo com
substrato cromogénico ou até isolamento de fragmentos protéicos por HPLC e
andlise por espectrometria de massa, verificando a presenga e caracterizando
os fragmentos, desta forma verificou-se que SDF-1 é clivado no seu dominio
N-terminal perdendo sua atividade. Sendo que, elastase e catepsina G também
sao capazes de clivar CXCR4 (Lapidot et al.,2005). Posteriormente, ensaios de
migracdo ou homing demonstraram o efeito funcional sobre a célula, por
exemplo foi observado que a inibicdo de CD26 aumenta em 30% o0 homing de
HSC murinas para a medula do receptor. Ensaios com CD34 humana em
condigdes de inibicdo de CD26 mostraram aumento da migracdo destas em
gradiente de SDF-1 (Christopherson et al., 2003; Lapidot et al.,2005) . Porém,
existem outros mecanismos, como a ja mencionada atividade de
metaloproteinases, também parecem ter papel relevante na modulacdo da
migracdo das HSCs, embora ainda ndo completamente esclarecidos em
humanos (Lapidot e Petit, 2002; Papayannopoulou, 2004; Rossi et al., 2005).
Em 2006, Katayama e colaboradores demonstraram a importancia do Sistema
Nervoso Simpatico (SNS) na mobilizacdo das HSC. Sua acao parece ser
mediada por neurbénios noradrenérgicos através da producao de B-antagonistas
e P2-agonistas, cujo balanco afeta os osteoblastos que sdo entdo modulados,
retendo ou liberando as HSC (mobilizacdo). G-CSF induz, entre outros
fendbmenos, a liberagdo de P2-agonistas pelos neurbnios, que por sua vez
suprime a atividade dos osteoblastos, diminuindo a expressdo de diversos
genes como Runx2, colageno-l e CXCL-12, esta ultima sendo responsavel pela
mobilizacdo das HSC. Desde 2002 ja havia sido descrita a presenca de

receptores de diversos neuropeptideos em osteoblastos (Togari, 2002).

Este conceito parece inovador, porém ja em 1968, Calvo descreveu a
presenca de fibras nervosas na MO e, em 1990, Yamazaki e Allen
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descreveram os chamados complexos neuro-reticulares através de estudos
ultraestruturais que seriam jungcées comunicantes entre neurbnios e células do
estroma da medula, porém nenhuma funcdo, naquela ocasido, foi atribuida a
esta interacdo. Até que ponto o SNS estaria modulando o comportamento dos
osteoblastos e células estromais que participam da manutencdo das HSC
permanece um mistério. No entanto, como N-caderina, uma molécula de
adesao expressa em neurdnios, € também expressa na subpopulacdo de
células que reveste internamente as trabéculas désseas, as bone-lining cells
(Zhang et al., 2003), que sao células estromais comprometidas com a linhagem
osteoblastica (Balduino et al., 2005) e que sao capazes de interagir com as
HSC, suspeita-se que esta subpopulacdo seja selecionada e ativada por
neurdnios dentre os demais osteoblastos. Este, portanto € um campo bastante
interessante que deve se desenvolver nesses préximos anos (Li et al., 2006).

Também em 2006, Kollet e colaboradores demonstraram a influéncia de
osteoclastos na mobilizacdo de HSC. A administracdo de RANKL gerou um
quadro de osteoclastogénese, com aumento de expressao de proteases como
MMP-9 e catepsina K, levando a mobilizacdo das HSC. Em camundongos
transgénicos para a proteina tirosina fosfatase,epsilon (PTPe¢), que apresentam
osteoclastos e macréfagos nao funcionais, observou-se que a administracao de
RANKL n&o era mais capaz de induzir mobilizagdo, demonstrando assim a
importancia direta dos osteoclastos no processo. Como a produgdo de RANKL
esta relacionada com inflamacéo e reparo tecidual, foi sugerido este pode ser
um mecanismo de mobilizagcdo para situagdes de emergéncia (Purton e
Scadden, 2006).

A migracado espontanea das HSCs tem aplicacdo clinica e pode ser
amplificada pela utilizagdo de fatores de crescimento associados ou ndo a
drogas citorredutoras. O conhecimento dos mecanismos envolvidos na
mobilizacdo das HSCs da MO para o sangue periférico tem grande importancia
na clinica, pois cerca de 20% dos pacientes apresentam mobilizacdo
insuficiente, o que compromete o resgate hematolégico pds-quimioterapia de
altas doses (Knudsen et al., 1998).
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A capacidade de migracao para a MO de diferentes fontes de HSC varia.
Assim, enquanto as células progenitoras de sangue periférico mobilizado e
sangue de cordao umbilical migram rapidamente para a MO, as células
derivadas de MO parecem apresentar menor capacidade de migracéo. No caso
das células progenitoras de sangue periférico, esta capacidade se reflete na
pratica clinica, onde se observa rapido enxerto e recuperagao precoce da
hematopoese (Bonig et al, 2006). Entre as hip6teses propostas para explicar
estas diferencas funcionais, recentemente, verificou-se que CXCR4, o receptor
da quimiocina SDF-1a, que faz parte dos receptores do tipo serpentina
associados a proteina G, pode ser incorporado em microdominios de
membrana enriquecidos em gangliosidios (GEMSs) ou rafts lipidicos, o que, em
HSC, potencializa a migracdo para a MO. Esta associacdo de CXCR4 em
microdominios de membrana pode ser estimulada por microvesiculas ou

produtos de plaqueta, presentes na leucaférese (Wysoczynski et al., 2005).
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1.3. O Nicho Subendosteal

As células hematopoéticas migram pela MO em busca de seus nichos,
no caso das HSC, o seu nicho especifico € na regido subendosteal. A regiao
subendosteal apresenta, além da camada de osteoblastos, uma camada de
células reticulares subendosteais e osteoclastos, que nao formam uma camada
celular, mas que se encontram esparsamente dispostos ao longo do enddsteo,
em sitios de reabsorcdo Ossea (Balduino et al., 2005; Rossi et al., 2005;
Muguruma et al, 2006; Purton e Scadden, 2006). A ligacdo com este nicho é
fundamental para a manutencao da quiescéncia e a auto-renovacao das HSC,
mas, na verdade, ela parece ser bem mais complexa e dinamica do que
previamente pensado e é possivel imaginar que isto afete a formacdo dos
nichos de HSC, modificando a migragao e a auto-renovacgao destas. Células da
linhagem osteogénica (bone lining cells), que se encontram em diferentes
graus de ativacdo, recobrem a superficie interna do 0sso compacto e a
superficie do osso trabecular. O poélo basal estd aderido firmemente a
superficie 6ssea, enquanto o lado apical interage com as células do sistema
hematopoético, especialmente com as HSC (Calvi et al., 2003; Zhang et al.,
2003). As caracteristicas e a fungao das células reticulares subendosteais séo
pouco conhecidas, pois, em geral, ndo ha uma distingdo muito clara entre estas
e as demais células reticulares que constituem o estroma medular. Sé
recentemente, trabalhos experimentais com infusdo de MSC de MO na
cavidade medular mostraram a localizacado destas na regido subendosteal, em
intimo contato com as HSC (Muguruma et al., 2006).

Nao esta bem claro que fatores, presentes nesta regido, a tornam téao
especial, porém sabe-se que os osteoblastos sdo fundamentais na regulacao
do pool de HSC (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003). Experimentos com
linhagens osteoblasticas capazes de sustentar hematopoese apontam para a
necessidade de contato fisico entre as células, pois meio condicionado nao tem
o mesmo efeito sobre progenitores hematopoéticos (Nelissen et al., 2000).
Alguns trabalhos tém indicado diversas interag6es moleculares realizadas entre
HSC e células deste nicho que poderiam ser responsaveis por sua localizacao,

controle de quiescéncia e auto-renovacgao.
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1.3.1. Ancoragem e quiescéncia

A ancoragem das HSC ao nicho subendosteal parece ser intermediada
por receptores dependentes de célcio, ion abundante na parede 6ssea (Adams
et al.,, 2006), interacdes do tipo osteopontina/B1 integrinas (Nilsson et al.,
2005), a forma transmembranar do fator de células-tronco (tm-SCF, Stem Cell
Factor) e seu receptor, c-kit, expresso pelas HSC (Driessen et al., 2003),
Angiopoietina-1/Tie-2 (Arai et al., 2004) e co-localizacao de N-caderina (Zhang
et al., 2003).

O papel de Ca?* e de tm-SCF na localizagdo das HSC no nicho
subendosteal foi demonstrado em modelos murinos. Observou-se que a
auséncia tanto do receptor de Ca®** nas HSC (Adams et al., 2006), quanto de
tm-SCF no microambiente medular (Driessen et al., 2003), ndo afeta a
migracdo para a medula (a migracdo transendotelial e transmedular ocorrem
normalmente), porém ndo ha localizacdo das HSC no nicho subendosteal,
mostrando assim que essas moléculas regulam especificamente a ancoragem
das HSC. As vias que, ativadas, seriam responsaveis por esta localizacao
especifica ainda ndo estdo descritas. Porém, Cancellas e colaboradores, em
2005, demonstraram que camundongos nocautes condicionais para Rac1
apresentavam deficiéncia na localizagado das HSC no nicho subendosteal, sem
alteracdes significativas na migracdo para a medula nem na manutencédo da
hematopoese em condicdes fisioldégicas, mostrando assim que esta via estaria
fortemente relacionada com a localizacdo das HSC no seu nicho (Cancelas et
al., 2005).

A Osteopontina (OP) é uma glicoproteina fosforilada que, na MO, se
localiza preferencialmente na superficie endosteal, é secretada por
osteoblastos e fica preferencialmente ligada a elementos da matriz extracelular.
O papel desta molécula na localizagao das HSC no nicho subendosteal ficou
evidente pela distribuicAo marcantemente aberrante das HSC na MO de
camundongos OP™. Verificou-se que as HSC aderem especificamente a OP,

principalmente via B1-integrinas, apesar de existirem outros ligantes possiveis
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como CD44, o,p3, owPs e oufP7 (Nilsson et al., 2005) e, ainda, que OP reduz sua
proliferacao (Nilsson et al., 2005; Haylock e Nilsson, 2006) e apoptose, ao
mesmo tempo que aumenta o seu numero no nicho subendosteal (Haylock e
Nilsson, 2006; Stier et al., 2005). A via de sinalizacdo de OP ainda nao foi
descrita, porém ja foi demonstrado que ela induz, em células CD34"
mobilizadas de sangue periférico, diminuicdo da expressdo de Notch-1
(Haylock e Nilsson, 2006; Iwata et al., 2004), cuja via esta relacionada com
auto-renovacao das HSC (Stier et al., 2005; Karanu et al., 2000; Duncan et al.,

2005), como veremos.

O trabalho de Arai e colaboradores, em 2004, mostrou ndo somente a
localizacdo especifica de Ang-1 no nicho subendosteal, como também a
presenca de HSC Tie-2", receptor de Ang-1, que expressavam ainda N-
caderina e eram capazes de reter BrdU por longos periodos, um fenétipo
idéntico ao de HSC quiescentes descrito por Zhang e colaboradores em 2003.
Estes achados sugerem que a interacdo Ang-1/Tie2 seria ndo somente
importante para a ancoragem das HSC no seu nicho, mas também para
inducao de quiescéncia (Arai et al., 2004).

As vias de sinalizacao por trds do processo de quiescencia ainda nao
estdo totalmente elucidadas, porém existem dois mecanismos possiveis ja
descritos para Tie-2. O primeiro € direto e baseado na propriedade de Tie-2
como um receptor tirosina cinase, que desta forma poderia, uma vez ativado
através da ligacdo com Ang-1, ativar a via de Pi3-k (fosfatidil inositol-3
cinase)/Akt. Akt, por sua vez, tem como um de seus alvos p21, proteina esta
fundamental no controle de ciclo celular, levando a estabilizacdo desta e
possivelmente inibindo a continuacao do ciclo celular. A outra possibilidade é
uma acdo indireta de Tie-2 devido a sua agdo estimuladora dos niveis de
expressao de B1-integrina e N-caderina, também via Akt (Arboleda et al., 2003)

e, consequentemente, aumentando a adesao celular (Suda et al., 2005).

Deve-se lembrar que B1-integrina é o ligante de osteopontina que ja teve

sua acao na inducao de quiescencia comprovada (Nilsson et al., 2005) e que

18



N-caderina é um dos marcadores no nicho subendosteal das bone-lining cells,
qgue interagem com as HSC (Zhang et al., 2003).

A presenca de N-caderina no nicho subendosteal, intermediando a
ligacdo das HSC com os osteoblastos que revestem o osso trabecular, pode ter
um significado direto na regulagdo do comportamento das HSC. A N-caderina,
através de interacdo homotipica, forma juncdes aderentes, onde -catenina se
liga a porgéo citoplasmatica da molécula de caderina e se associa também com
a-catenina e a-actina, formando um complexo estavel com o citoesqueleto.
Nesta conformacdo a P-catenina fica aprisionada, impossibilitada de se
translocar para o nucleo e consequentemente ativar a via canbénica de Wnt
(Fig.4) (Shoval et al., 2007). Logo, pode-se levantar a hipbétese de que a
presenca de N-caderina esteja diretamente relacionada com o bloqueio da via
de Wnt e que isto seja importante na quiescencia da célula, ja que a via de Wnt
parece ser importante no processo de expansao das HSC (Reya et al., 2003),

como veremaos.

Além disso, a organizacdo da membrana celular também parece se
correlacionar com o estado de quiescéncia das HSC. Foi demonstrado que as
HSC quiescentes murinas (populacdo KSL) ndo apresentam microdominios
(rafts) lipidicos de membrana plasmatica, ao contrario de progenitores
proliferativos e HSC estimuladas por citocinas. Curiosamente, se as HSC forem
mantidas em 2-B-mercaptoetanol, um inibidor da formacao de rafts lipidicos, é
possivel manté-las ex vivo em estado quiescente por até 5 dias, com
viabilidade de 50%. Esta populacdo multipotente foi capaz de se auto-renovar,
pois, apoOs transplante, deu origem a hematopoese de longo prazo em
camundongos irradiados (Yamazaki et al., 2006).
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Figura 4. Esquema da via de Wnt. A B-catenina pode estar associada a membrana
ligada a complexo de caderina (sequestrada) ou livre no citoplasma. No citoplasma ela
€ rapidamente fosforilada pelo complexo de GSK3B e em seguida degradada via
proteassoma. A via de Wnt quando ativada leva ao bloqueio do complexo de
GSK3p desta forma mantendo B-catenina livre no citoplasma, neste estado ela é
translocada para o nucleo onde se complexa com TCF e induz a expressao de genes
alvos da via de wnt.
(Fonte:http://glycoforum.gr.jp/science/word/proteoglycan/PGB04E.html)

Recentemente, Lacorazza e colaboradores identificaram um fator de
transcricdo MEF/ELF4, que parece ser um regulador de ciclo celular nas HSC.
Em uma série de experimentos in vitro e in vivo, eles demonstraram que a
perda de expressao de MEF diminui a taxa de proliferagao de HSC estimuladas
por citocinas e provoca um acumulo de células em G, in vivo. A inducao de
quiescéncia aumenta a resisténcia dos animais MEF”" a agentes mieloablativos
e, curiosamente, permite uma recuperacdo hematopoética mais rapida
(Lacorazza et al., 2006), o que sugere que, embora quiescentes em condicdes
fisiolégicas, apds quimioterapia as HSC MEF” sdo capazes de proliferar

rapidamente. Isto implica que diferentes mecanismos e vias regulam a
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proliferacdo das HSC em condicoes de homeostasia ou de regeneracao
(Passegué e Wagers, 2006).

1.3.2. Auto-renovacao

A auto-renovacdo é um fen6meno que pode ser dividido em 2
processos: manutencdo da célula progenitora indiferenciada e inducao de
proliferacdo. Ou seja, a auto-renovagao implica na entrada das HSC no ciclo
celular sendo assim antag6nico a quiescencia. O controle de auto-renovacao
das HSC, como a maior parte dos fendmenos biolédgicos, possui na realidade
diversos moduladores que conjuntamente produzem o efeito final. Alguns dos
suspeitos incluem Notch-1 e sua ligacao com seu receptor, Jagged-1 (Stier et
al., 2002; Karanu et al., 2000; Duncan et al., 2005), ativacao da via candnica de
Whnt, ou seja, dependente de B-catenina (Reya et al., 2003; Chiba et al., 2004;
Murdoch et al., 2003), BMP-4 e Sonic Hedgehog (Bhardwaj et al., 2001).

A sinalizagdo por Wnt é uma das mais citadas como responsavel pela
expansao do pool de HSC (Duncan et al., 2005). Os genes Wnt codificam uma
série de glicoproteinas que agem, em geral, como agentes insoluveis, pois se
agregam a lipideos na membrana celular (palmitato), potencializando sua agéao
devido a concentracdo da molécula (Cadigan e Nusse, 1997; Willert et al.,
2003), alem disso sao altamente conservados e agem de forma paracrina ou
autdcrina, porém como apresentam isolubilidade, agem apenas em regides de
justaposicao de membrana (Murdoch et al., 2003 e Cadigan e Nusse, 1997). A
familia protéica de Wnt possui varios membros e duas possiveis vias de
sinalizagao distintas que podem ser ativadas, via candnica ou ndao candnica,
dependendo do membro da familia e do receptor envolvidos. A via canénica,
apés ligagao de Wnt com um receptor frizzled, provoca liberagao de B-catenina
do citoesqueleto e translocacdo desta para o nucleo, onde forma um complexo
com TCF/LEF originando um fator de transcricdo que modula a expressao de
diversas moléculas, entre elas ciclina D1 e c-myc (Fig.4) (Mulroy et al., 2002).
Em experimentos com camundongos nocautes condicionais para c-myc foi
verificado acumulo de HSC no nicho subendosteal. Havia, concomitantemente,
aumento da expressao de N-caderina e integrinas. Além disso, também foi
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verificado que apds a divisdo das HSC, a célula filha que mantém alta
expressdao de c-myc e baixa expressdao de moléculas de adesao entra em
proliferacdo e diferenciacdo, sugerindo que c-myc seja fundamental na
regulacao da saida do nicho subendosteal e expansao do pool (Wilson et al.,
2004).

A via nao canbnica nao esta tdo bem descrita, porém sabe-se que ela
envolve ativagdo de proteina G e fosfolipase C, levando a liberagdo de célcio
intracelular, e ativacao de PKC (Wang e Malbon, 2003).

Andlises da expressao de diferentes membros da via de Wnt em tecidos
hematopoéticos durante o periodo fetal murino permitiu a observacao de Wnt5a
(que utiliza principalmente a via ndo canénica) e Wnt10b (via candnica) no saco
vitelino no dia 11 e no figado fetal no dia 14, condizente assim com o momento
de expansao das HSC. Além disso, os autores estudaram o efeito de meio
condicionado enriquecido em Wnt-1, 5a ou 10b no comportamento de HSC
isoladas de figado fetal e observaram uma significativa expansao no numero de
células e unidades formadoras de colbnias, 7, 8 e 11 vezes respectivamente
em relacdo ao controle (Austin et al., 1997).

Trabalhos com progenitores hematopoéticos humanos chegaram a
resultados semelhantes. Em ensaios de co-cultura de células CD34 com
células estromais de primata transfectadas com Wnt-5a, 2b ou 10b, observou-
se expansdao do numero de células CD34" e de coldonias mieldides de
granulécito e macréfago e de eritrécitos (CFU-GM, granulocyte macrophage-
colony forming unit e BFU-e, erithrocyte-burst forming unit) em todos 0s casos
(Van Den Berg et al., 1998). Em 2003, o grupo de Weissman, em um belo
trabalho demonstrando a contribuicdo da via canbénica de Wnt na auto-
renovacdo de HSC, observou que a transfeccao de HSC com gene de B-
catenina constitutivamente ativa levava a expansao celular, mantendo sua
propriedade de HSC, j4 que o transplante destas células em camundongos
irradiados letalmente levou a reconstituicdo da hematopoese de longa duracéo.

O bloqueio de B-catenina diminuiu a proliferacdo e aumentou a morte celular,
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comprovando o efeito da ativagdo da via canénica de Wnt (Reya et al., 2003).
Curiosamente, em 2004, um grupo do Japao publicou um trabalho
contradizendo o trabalho de Weissman. Neste trabalho, eles transfectaram
células estromais de MO humana com Wnt5a (via ndo canénica) ou Wnt3a (via
candnica) e analisaram o co-cultivo destas células com células CD34" de
sangue de cordao umbilical. Eles observaram que os co-cultivos com Wnt5a
foram responsaveis por um aumento do numero de cooblestone (areas de
interacdo das HSC com o estroma de MO), de células CD34 e de unidades
formadoras de col6nias (CFC) apds 2 semanas, que se mantinha por até 35
dias. Ja células transfectadas com Wnt3a induziram efeito parecido com o
controle, com excecao de um aumento no nimero de células CD34" e de CFC,
porém com uma enorme diminuicéo de cooblestone. Apds 35 dias o numero de
coldnias foi menor em relagdo ao controle, levando-os a sugerir que Wnt3a nao
seria responsavel pela expansao das HSC (Chiba et al., 2004). Neste mesmo
ano, Cobas e colaboradores publicaram um trabalho com nocautes
condicionais para B-catenina na MO mostrando que a auséncia desta néo
impossibilita a auto-renovagdo ou a capacidade de formacdo das linhagens
hematopoéticas diferenciadas (Cobas et al., 2004).

A literatura desta forma apresenta incongruéncias no que diz respeito ao
papel de Wnt sobre as HSC, mas um dos pontos mais citados realmente é a
importancia de Wnt-5a na expansao do pool de HSC. Em 2003 foi publicado
um trabalho demonstrando in vivo a importancia desta molécula. Neste
trabalho, camundongos imunodeficientes irradiados que recebiam injecao
intraperitoneal de meio condicionado com Wnt5a em dias alternados por 2
semanas antes do transplante com células humanas CD34"CD38'Lin’,
apresentaram, apos 14 dias, enxerto de células hematopoéticas humanas,
inclusive de células CD34"CD38’, quatro vezes maior que os controles que nao
receberam Wnt5a. Ensaios funcionais in vitro mostraram que as células da MO
de animais tratados com Wnt-5a possuiam um maior nimero de unidades
formadoras de colénia em comparagdo com o controle, mostrando o papel
desta molécula na expansao do pool de progenitores hematopoéticos

humanos. Curiosamente, em ensaios com transplantes de HSC murinas

23



nenhum efeito de Wnt5a foi observado, sugerindo que a regulagdo de
hematopoese por Wnt é espécie-especifica (Murdoch et al., 2003).

Sonic Hedgehog (Shh) e BMP-4 tém um papel mais obscuro, porém em
2001 foi relatado que progenitores hematopoéticos de sangue de cordao
humano eram expandidos e tinham sua capacidade de repopular a medula de
camundongos imunodeficientes ampliada se mantidas em cultura na presenca
de Shh ou BMP-4. A inativacdo destas moléculas através de anticorpos
neutralizadores contra BMP-4 (noggin) ou Shh induziu, no primeiro caso,
inibicdo do efeito tanto do estimulo por Shh quanto por BMP-4, enquanto no
segundo caso apenas o estimulo por Shh foi inibido, demonstrando assim que
o efeito de Shh é dependente da via de BMP-4, porém o inverso nao é
verdadeiro (Bhardwaj et al., 2001).

Notch € uma proteina transmembranar bem conservada, que se ativa
quando ligado ao seu receptor Delta ou Jagged. Esta interagcéo leva a clivagem
e liberacdo do fragmento intracelular de Notch, o qual entra no nucleo e forma
um complexo com CBF-1, modulando a expressao de uma série de genes alvo
(Artavanis-Tsakonas et al.1995). Ele é visto como um dos fatores implicados na
auto-renovacdo das HSC, pois ja havia sido observado que sua
superexpressao em HSC induzia imortalizacdo, com manutencdo da sua
capacidade de reconstituicao de hematopoese (Varnum-Finney et al., 2000).

Em 2005, Duncan e colaboradores, trabalhando com camundongos
transgénicos onde GFP foi associado a CBF-1 (gen Notch reporter),
demonstraram que as células GFP" se localizavam preferencialmente
associadas a trabéculas 6sseas. Além disso, observaram, na MO, que 68% das
células de uma fracao enriquecida em HSC (side population) estavam com a
via de Notch ativa em comparacdo com no maximo 12% das células
diferenciadas, como linfécitos B e estas ainda apresentavam menor intensidade
de expressdao de GFP. Quando cultivadas em metilcelulose para analise de
unidades formadoras de colénia-, ndo houve diferenca no nimero de colbénias

formadas por células KSL GFP* e KSL GFP’, porém as células GFP* foram
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capazes de formar um maior percentual de colbnias multiinhagem, ou seja,
mantiveram-se mais indiferenciadas em relacdo as células GFP’, que néao
expressavam Notch. Neste mesmo trabalho, usando camundongos
transgénicos com duplo reporter, para Notch (CBF-1 associado a GFP) e para
Wnt (TCF/LEF associado a B-galactosidase), os autores observaram que na
MO destes animais o numero de células duplo positivas na regido trabecular
era grande (85% das células B-galactosidade™ também eram GFP?). Quando
realizaram transplantes com HSC onde a via de Notch havia sido bloqueada
através de transfeccao de HSC com dominantes negativos, ou seja, com a
porcao intracelular inativa, observaram uma diminuicdo de 70% na pega dos
transplantes. No entanto, estas células eram capazes de responder ao estimulo
com Wnt3a, pois quando cultivadas com este fator aumentavam a taxa de
proliferacdo, mostrando que o efeito de Wnt3a é independente de Notch.
Porém, estas células diferenciaram com maior rapidez, indicando que a
manutencao do estado indiferenciado € papel de Notch. Logo, na realidade,
Notch e Wnt agiriam sinergicamente no controle da auto-renovacao,
controlando processos distintos de forma nao acoplada (Duncan et al., 2005).

Porém assim como wnt, a literatura de notch também apresenta
incongruéncias, em 2005 um trabalho com nocautes condicionais para jagged-
1 e notch-1 foi realizado e surpreendentemente ndo houve nenhum déficit na
hematopoese destes animais, mesmo o0 duplo nocaute n&o apresentou
deficiéncias, inclusive quando desafiado por tratamento mieloablativo (5-FU).
As HSC nocautes para notch-1 foram utilizadas em transplantes com
camundongos receptores nocautes para jagged-1, e este teve uma
recuperacao normal de hematopoese (Mancini et al., 2005). Uma possibilidade
de explicacao para tantas controvérsias seria que talvez haja redundancia do
sistema, pois existem descricdes em outros modelos de diversas vias que se

cruzam para controle de um unico processo (Silver e Rebay, 2005).
A decisdao entre auto-renovacdo ou diferenciacdo é um processo
refinado e complexo e algumas moléculas envolvidas neste controle ja foram

descritas acima, mas provavelmente outras mais podem ter papel importante,
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como o acido retindico. Estudos in vitro, onde as HSC foram tratadas com
acido retindico, mostraram uma manutencao destas em estado indiferenciado
por maiores periodos de tempo, aumentando assim a capacidade de
reconstituir a hematopoese de camundongos transplantados, em comparacao
com células controle cultivadas sem o &cido retindico. Inclusive, transplantes
sucessivos demonstraram que as células mantidas em acido renindico
originaram maior niumero de geracbées em comparagao com células frescas,
demonstrando assim que o acido retindico estimula a auto-renovacao das HSC
(Purton et al., 2000 e 2006).

Pode-se entdo reunir estes dados designando ao nicho subendosteal
trés propriedades basicas: ancoragem, indugdo de quiescéncia e auto-
renovagao. Por definicdo quiescéncia e auto-renovagdo seriam propriedades
temporalmente excludentes, assim, as HSC passariam por ciclos de auto-
renovacao intercalados por periodos de quiescéncia, desta forma o nicho
subendosteal seria dinamico e possuiria diferentes facetas temporais e
espaciais (Wilson e Trumpp, 2006). Curiosamente, as via moleculares descritas
na literatura para quiescéncia ndo se sobrepdem com as descritas para auto-
renovacdao fortalecendo assim a hipotese de fenémenos temporal e/ou

espacialmente excludentes.

Alguns grupos, recentemente, vém apresentando um outro ponto de
vista, um aspecto metabdlico, quanto ao nicho subendosteal. A regido
subendosteal € um nicho hip6xico, no qual residem as HSC, em geral
quiescentes (baixa atividade metabdlica) enquanto, as regides mais centrais da
medula, nicho vascular, sdo ricas em oxigénio, e apresentariam progenitores
hematopoéticos altamente proliferativos (Suda et al, 2005). A sobrevivéncia das
HSC em condigdes de hipoxia, com baixa disponibilidade de energia, seria na
realidade necessaria, pois a prevencao de senescéncia depende da inibicao de
estresse oxidativo ocasionado por espécies reativas de oxigénio (ROS), e isso
€ melhor alcangcado em condi¢cdes de hipoxia e baixa atividade metabdlica.
Sabe-se que as em geral, células-tronco, apresentam baixa taxa de fosforilagao
oxidativa e altos niveis de glicélise anaerdbica para sintese de ATP (Suda et
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al., 2005). Sabe-se ainda que as HSC apresentam altos niveis de expressao de
ATM, proteina que mantém a estabilidade genética, ativando pontos de
checagem do ciclo celular, blogueando o ciclo e ativando a apoptose em casos
de dano ao DNA devido a instabilidade de telomeros ou estresse oxidativo.
Camundongos nocautes para ATM apresentam apenas HSC proliferativas,
nunca quiescentes, o que levava a esgotamento da populacdo e parada da
hematopoese, este efeito era independente da telomerase e pbde ser revertido
com o tratamento dos camundongos com anti-oxidantes, mostrando assim a
importdncia de ATM, uma proteina responsiva a estresse oxidativo na
manutencdo da quiescencia, sendo assim esta hipdtese se torna interessante

apesar de ainda pouco estudada (Ito et al, 2004).

Deve-se destacar que o nicho subendosteal possui duas populacoes
celulares estromais descritas, os osteoblastos e as células mesenquimais
subendosteais, sendo que a HSC ficaria exatamente entre as duas (Fig.5).
Logo, a realizacao de estudos para determinar qual das duas populacdes seria
preferencial no controle de qual fenbmeno e em qual momento seria
importante, pois possivelmente nos permitiria entender a dindmica do nicho.
Talvez seja exatamente um equilibrio de influencias “opostas” dessas duas
populacdes que seja responsavel pelas propriedades funcionais e o dinamismo
do nicho subendosteal.

“Todo o progresso observado nos ultimos anos no campo do nicho das
HSC claramente indica que a expansao clonal substancial das HSC in vitro
inquestionavelmente requer mais do que coquetéis de citocinas, ao invés disso
requer uma reconstrugdo tridimensional do nicho, incluindo as células
apropriadas e matriz extracelular para permitir a geracao da sinapse no nicho
da HSC” (Wilson e Trumpp, 2006).
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Figura 5. Nicho subendosteal e seus mediadores. (A) Nicho subendosteal possui
dois componentes estromais, entre os quais a HSC se localiza, na face 6ssea os
osteoblastos (bone lining cells) e voltado para o centro da medula as células
mesenquimais subendosteais. (B) Diversos mediadores moleculares ja foram descritos
no controle das fungdes do nicho subendosteal, porém qual das duas populagcdes
estromais é a responsavel pela produgédo de quais fatores, permanece um mistério.
(fonte: Moore e Lemishka , 2006; Wilson e Trumpp, 2006).

1.4. O Nicho Vascular

O nicho subendosteal esta bastante consolidado quanto ao seu papel na
manutenc¢ado das HSC, porém recentemente foi demonstrado que a ablacao do
endotélio através de anticorpo anti-VE caderina leva a interrupcdo da
hematopoese, demonstrando a importadncia do nicho vascular para este
processo (Avecilla et al., 2004). O endotélio dos sinusdides medulares se
distingue do de outros 6rgaos, porque na medula hd a expressao de citocinas
como SDF-1a/CXCL12 e moléculas de adesdo como E-selectina e VCAM-1
(Wilson e Trumpp, 2006). Em concordéancia com o conceito de nicho vascular,
Li e colaboradores demonstraram em 2004 que culturas primarias de endotélio
eram capazes de manter a populacdo de HSC. Em seguida, um trabalho foi
publicado descrevendo uma combinacdo de marcadores da familia SLAM
(Signaling Lymphocyte Activation Molecule), CD150, CD244 e CD48, que eram

diferencialmente  expressos nas HSC em diferentes graus de
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comprometimento. A populagdo mais primitiva KTLS (Sca-1*c-kit'Thy-1°"Lin)
apresentava o fenétipo CD150" CD244°'CD48, enquanto progenitores
multipontentes (Sca-1*Mac-1"Thy-1"""CD4"%) eram CD150 CD244*CD48" e,
ainda, o0s progenitoras restritos a determinadas linhagens podiam ser
distinguidos dos demais pelo fenétipo CD150°CD244*CD48" (Kiel et al., 2005).
A grande vantagem deste painel fenotipico € que ele permitiu distinguir as
populacbées de progenitores hematopoéticos em diferentes graus de
comprometimento utilizando somente trés marcadores, o que possibilitou
verificar a localizacdo in situ destas diferentes populacdes, através de
imunofluorescéncia. Os autores observaram que a populacdo de progenitores
mais primitivos, HSC, se encontravam ndo sé na regido subendosteal, mas
também associadas a vasos, confirmando assim in vivo que o nicho vascular

coexiste com o nicho subendosteal (Kiel et al., 2005).

O papel deste nicho vascular ainda nao esta claro. Porém, alguns
estudos mostraram que as células capazes de manter a incorporacao de BrdU
por longo periodo de tempo se encontram no nicho subendosteal e ndo no
nicho vascular. Além disso, camundongos com deplecdo de osteoblastos
desenvolvem hematopoese extramedular por algum tempo, mas sao inviaveis
por ndo manter hematopoese de longa duracdo (Zhang et al., 2003; Visnjic et
al.,2004).

E mais comumente aceito, desta forma, que o nicho vascular seria um
nicho de proliferagao e diferenciagdo das HSC, enquanto o nicho subendosteal
seria responsavel principalmente pela manutengcdo do pool de HSC
quiescentes. O nicho vascular € um microambiente rico em nutrientes, fatores
de crescimento e com alta taxa de oxigénio, o que permitiria uma resposta
rapida a estresses do ambiente, inclusive por estar presente em 6érgaos
extramedulares como o baco (Avecilla et al., 2004). Outros autores apontam
uma segunda funcdo para o nicho vascular como mediador da migracéao
transendotelial das HSC, processo realizado tanto durante a migracao para a
medula quanto durante a mobilizacdo (Kiel et al., 2005; Lapidot et al., 2005;

Koop et al., 2005). O recrutamento de HSC para o nicho vascular parece ser
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regulado por FGF-4 e quimiocinas como SDF-1a, que parecem aumentar a
expressdo de VLA-4 nas HSC e de VCAM-1 nas células endoteliais (Koop et
al., 2005).

Na sua grande maioria, 0s conhecimentos sobre hematopoese foram
construidos a partir de resultados que tém sido obtidos em modelos murinos,
modelos de xenoenxerto, como as quimeras imunodeficientes onde
camundongos como o NOD/SCID (non-obese diabetes severe combined
immunodeficient mice) sao transplantados com progenitores hematopoéticos
humanos, ou, ainda, em modelos de cultura de células bidimensionais. Embora
tenham contribuido enormemente para a compreensdao dos mecanismos de
migracao de progenitores hematopoéticos e da organizagdo do microambiente
hematopoético, pequenas sutilezas da biologia das células humanas no
microambiente tridimensional da MO humana poderiam ser reveladas com o
desenvolvimento de sistemas de cultura 3D, a exemplo dos modelos ja citados.
Os modelos de xenoenxerto apresentam limitagdes pois diferencas espécie-
especificas no microambiente podem modificar os resultados. Recentemente,
Muguruma e colaboradores demonstraram nas quimeras com camundongos
NOD/SCID onde MSC humanas haviam sido previamente injetadas em uma
das tibias, que as HSC de sangue de corddao umbilical humano migravam
preferencialmente para a tibia que possuia células mesenquimais humanas,
comprovando as limitagdes de xenoenxertos e evidenciando a necessidade de
modelos de cultura baseados em células humanas que permitam estudos mais

complexos da fisiologia destas células (Muruguma et al., 2006).

1.5. Modelos in vitro tridimensionais

Em 1887, Julius Richard Petri, descreveu o crescimento de colénias de
bactérias em uma base gelatinosa em placas de vidro. Esta técnica, a primeira
de cultura de células, originou as técnicas modernas e tornou Petri
imortalizado, pois permitiu o desenvolvimento de véarias dareas como
bacteriologia, microbiologia, biologia celular e molecular. A primeira descrigao
de cultura de células animais foi feita por Harrison, em 1907. Estudando a
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regeneracao de tecidos em sapos (Xenopus), o autor estabeleceu uma cultura
em monocamada a partir de explante tecidual com o objetivo de diminuir as
variaveis e, assim, entender melhor as bases do comportamento celular
(Freshney, 2000). A partir destes estudos, as culturas de células animais se
tornaram amplamente difundidas. No entanto, sdo modelos de cultivo
bidimensional e, embora tenham contribuido grandemente para ampliar os
conhecimentos de biologia celular e sejam o melhor modelo de estudo para
determinados protocolos experimentais, eles estdao longe de mimetizar o que
ocorre in vivo, onde as células estabelecem comunicagdes complexas num

microambiente tridimensional.

Atualmente, os pesquisadores, liderados pelos que trabalham na area de
neoplasias, estdo defendendo a utilizacdo de culturas tridimensionais, pois uma
série de publicacbes apresentou resultados distintos em ensaios em 2D versus
3D (Frankel et al.,1997; Klunder et al., 1993; Weaver et al., 1997).
Posteriormente, foi detectado que culturas 3D estavam mais proximas dos
fendbmenos que ocorriam in vivo (Weaver et al., 1997; Wolf et al., 2003a).

As células de mamiferos no seu ambiente natural ndo se conectam
apenas entre si, mas também a uma intrincada rede tridimensional de matriz
extracelular (MEC), que contém proteoglicanos, glicosaminoglicanos (GAGs) e
proteinas, como colageno, elastina e laminina dando ao tecido suas

caracteristicas fisicas e arquitetura particular (Alberts et al., 2002).

A interacao entre células e matriz é feita por receptores na membrana
plasmatica chamados integrinas, que ancoram o citoesqueleto dessas células a
matriz extracelular (MEC) e desencadeiam vias de sinalizagdo devido a
agrupamentos (clustering) e mudancas conformacionais na porgéo intracelular
da integrina gerando sinal e modulagdo do comportamento da célula em
questdo (Fig.6) (Boudreau et al., 1999; Schwartz et al., 1995). Além disso,
mudancas no formato celular, logo no citoesqueleto, também acionam vias de
sinalizacao intracelular (Lambert et al., 2001). Um exemplo de comportamento
influenciado pela sinalizagdo por integrinas e pelo formato celular é o controle
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da entrada no ciclo celular, como demonstrado por Huang e Ingber em 1999.
Em um elegante experimento, eles demonstraram que células endoteliais em
contato com fibronectina sob forma de uma ou vérias ilhotas com area de
contato constante de 30um? apresentam comportamentos distintos. Quando
pouco espraiadas, as células permaneciam em G; enquanto que, se
estivessem espraiadas, como nas varias pequenas ilhotas, as células entravam
na fase S do ciclo celular. Como a 4rea final era constante (30um?), os autores
propuseram que o formato celular por si s6 influencia 0 comportamento celular
independentemente da acdo de integrinas, que estdo igualmente ativadas em

ambos 0Ss casos.
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Figura 6. Esquema de interacdo entre célula e matriz extracelular via integrinas,
mostrando algumas vias de sinalizagdo influenciadas por este contato que alteram
transcricdo génica.

(Fonte:http://www.biocarta.com/pathfiles/m_integrinPathway.asp )

Estas duas variantes, contato com a matriz e formato celular, estao

profundamente ligadas ao surgimento das culturas 3D, pois uma das principais
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vantagens desta forma de cultura € o restabelecimento destes dois fatores
como o encontrado in vivo. Em culturas 2D, as células estabelecem uma falsa
polarizagao, entre a porcao aderida ao plastico e a por¢ao superior em contato
com o meio de cultura. Esta polarizacdo gera um formato celular espraiado e
completamente diferente do encontrado in vivo, ao contrario do que ocorre nas
culturas em 3D, que permitem um formato assimétrico, préximo do real (Fig.7)
(Kunz-Schughart, 1999).

2D

Figura 7. Esquema de cultura bidimensional e tridimensional, a cultura bidimensional
apresenta uma polarizagdo artificial enquanto a cultura tridimensional apresenta
formato assimétrico sem polarizagéo induzida (Barros, APDN)

Tradicionalmente, a adesado celular em monocamada induz a formagéao
de adesao focal, caracterizada pela fosforilacdo de cinases de adesédo focal
(FAKs, focal adhesion kinasis). No entanto, este evento foi recentemente
questionado, pois em fibroblastos cultivados em 3D ndo se observou a
formacao de adesdes focais, nem fosforilacdo de FAKs, de forma semelhante
ao observado in vivo (Cukierman et al., 2001).

Outro exemplo de modulagdo da via de sinalizacdo de integrinas
dependendo da complexidade do sistema foi mostrado pelo grupo de Bissel
(Weaver et al., 1997). Os autores foram capazes de reverter o fenétipo maligno

de células de carcinoma mamario em culturas 3D pela incubagédo destas com
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anticorpo anti-B1 integrina. Este fendmeno foi confirmado in vivo, onde o
implante das células tratadas previamente com anticorpo, mostrou uma
reducdo da tumorigenicidade caracterizada pela diminuicdo do tamanho dos
tumores e do numero de camundongos com tumores. No entanto, 0 mesmo

efeito ndo foi observado em culturas bidimensionais (monocamadas).

A utilizacdo de culturas 3D tem gerado modificagdes nos conceitos
estabelecidos de metastase e migracao celular. Classicamente, a metastase
tumoral dependeria da secrecido de enzimas que digerem moléculas de matriz
(metaloproteinases - MMPs), permitindo assim a sua migracdo para locais
secundarios, através de protrusées membranares com formagéo de lamelipodia
(Palecek et al., 1997; Stetler-Stevenson et al., 1993). Porém, em muitos testes
clinicos com administracéo de inibidores dessas enzimas nao se via resultados
favoraveis e as metastases continuavam se formando (Overall et al., 2002).
Entédo, o grupo de Friedl (Wolf et al., 2003a) fez culturas 3D em gel de colageno
de linhagens incubadas com esses inibidores e observou que as células
continuavam migrando, através de movimento amebdide, por entre as fibras de
colageno. A injecao dessas células em camundongo e a andlise por
microscopia multiféton permitram a observacdo desses movimentos
exatamente como nas culturas 3D, explicando assim os resultados dos testes

clinicos.

No mesmo ano, o grupo de Christopher Marshall (Sahai et al., 2003)
conseguiu determinar que a via de sinalizacdo envolvida nessa forma de
migracao era Rho / Rock, e ndo Rac, que esta ligada a migracdo dependente
de MMPs, com formagéao de prolongamentos de membrana. A incubagdo com
inibidores de proteases associados a inibidores de Rho e de Rock bloqueou
totalmente a migragdo. Porém, quando s6 uma das vias foi inibida, a outra era
ativada e a migracdo continuava. Esta mesma forma de migragao
independente de MMPs foi descrita em células ndo malignas como linfocitos T
e células dendriticas (Wolf et al., 2003b).

As culturas 3D estdo sendo aplicadas em diversas areas, como

bioengenharia tecidual e terapia génica. Foi descrita uma técnica de cultura 3D
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em nanofibras protéicas que permite a diferenciacdo de uma linhagem de
célula-tronco hepatica (Lig-8) para hepatécito maduro, capaz de expressar
enzimas caracteristicas. Este fato ndo era obtido com a manutencao desta
linhagem em monocamada, onde as células se mantinham indiferenciadas e
apresentavam alta taxa proliferativa (Semino et al., 2003). Os autores
propuseram que o préximo passo seria a reconstrucdo de um microambiente
representando o nicho da célula-tronco no organismo para promover a auto-
renovacao de células-tronco extraidas do tecido. Anders e colaboradores, em
2003, estudando receptores de superficie celular para adenovirus em
monocamada e culturas 3D de epitélio de mama normal e maligno, observaram
que em monocamada a expressao deste receptor € alta tanto nas células
mamarias malignas quanto nas células de mama normais, porém, nas culturas
3D, apenas as células de carcinoma mamario apresentavam grande expressao
deste receptor. Portanto, o adenovirus é um possivel vetor para a realizagao de

terapia génica em células transformadas.

N&ao é surpreendente que ha anos sutilezas biolégicas tém sido perdidas
levando em conta que grande parte do conhecimento construido teve como
base o uso de monocamadas. E é através de culturas 3D que se pode observar
e estudar tais sutilezas. Sendo assim, o Instituto Nacional do Cancer dos EUA
(National Cancer Institute, NCI) previu o lancamento, em 2003, de um
programa em microambiente celular focado em estudos 3D, com um or¢gamento
anual de 40 milhdes de délares. Alguns acreditam que em 10 anos quem
estiver utilizando estudos 2D para responder suas perguntas tera sérias
dificuldades para conseguir financiamento (Abbot, 2003). Este investimento ja
deu frutos, como, entre outros, o desenvolvimento de biorreatores que
permitem a organizacdo tridimensional das células, favorecendo sua
diferenciacdo e formacdo de um microtecido com as caracteristicas morfo-
funcionais do tecido original. Ja foram desenvolvidos reatores de cartilagem,
0ss0, tendao, enxertos vasculares, entre outros (Huang et al., 2004; Mauney et
al., 2004; Feng et al., 2006; Abilez et al., 2006).
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1.6. Técnicas de culturas 3D

Existem varias técnicas utilizadas atualmente para cultivo em 3D: Gel de
colageno, gel de matriz extracelular tecidual, matrigel, nanofibras protéicas e
esferoide (multicellular tumor spheroids, MCTS).

Uma das alternativas mais utilizadas ainda hoje é o matrigel, que é uma
mistura de moléculas de matriz, fatores de crescimento e enzimas extraidas da
matriz extracelular de um tumor murino. Este composto foi descrito ha 20 anos
e até hoje ainda ndo foram definidos quais sdo os compostos presentes na
mistura, o que pode dificultar bastante a interpretagcdo de resultados obtidos
com a utilizacdo desta matriz (Abbot, 2003).

Os géis de colageno sao bons para estudo de migragdo, mas nao
apresentam certas variaveis presentes in vivo, como a presenca de diversos
componentes de matriz e fatores de crescimento produzidos em determinado

momento e em certa quantidade (Abbot, 2003).

Outra possibilidade é a extracado de matriz de tecidos vivos que pode
variar dependendo da amostragem, logo é dificil de padronizar. Além disso, o
futuro da bioengenharia é o implante em humanos de enxertos cultivados de
forma tridimensional e, para isso, seria interessante a utilizacdo de uma

alternativa as matrizes animais e cadavéricas (Abbot, 2003).

Atualmente, existe um mercado crescente objetivando o
desenvolvimento de matrizes sintéticas padronizadas que dariam o suporte
necessario para células de forma tecido-especifica. Nesta busca ja foram
desenvolvidas nanofibras protéicas, que se polimerizam por um processo
intrinseco, espontdneo e reversivel, que pode ser controlado através da
modificacdo do pH do meio, variando assim o grau de compactacdo da
estrutura e, desta forma, controlando a difusdo de fatores (Hartgerink et al.,
2001). Além disso, o ambiente fisioldgico é construido em nanoescala, o que
aproxima esta forma de cultura do real. Porém, muitas outras variaveis existem

e devem ser padronizadas, como a determinacado de quais sao os fatores de
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crescimento e as enzimas que devem estar presentes, o controle da taxa e
sequéncia de liberacdo destes, enfim, muitos estudos ainda sao necessarios
(Abbot, 2003).

Apesar das intrincadas relacées 3D que regulam a hematopoese in vivo,
a maior parte dos sistemas de hematopoese ex-vivo, com ou sem estroma, se
baseiam no acréscimo de citocinas exégenas que ainda assim sao incapazes
de sustentar o desenvolvimento de células hematopoéticas de forma
satisfatéria ou mesmo manter a LT-HSC. As tentativas existentes de cultura
3D de MO utilizam células mesenquimais e se baseiam na semeadura destas
em malhas e géis que sustentem fisicamente a cultura, como PolyEtileno
Tereftato (PET), polivinil poroso formal (PVF), biomatriz porosa, e outras
malhas artificiais (Panoskaltsis et al., 2005). Através destas técnicas alguns
resultados animadores foram obtidos, como no caso de cultivo tridimensional
de células progenitoras mesenquimais em malhas PET quando se observou
um aumento na expressao de matriz extracelular em comparacao com células
cultivadas bidimensionalmente (Grayson et al., 2004), porém em nenhuma
destas alternativas de cultura se obteve organizagdo espacial das células de
forma semelhante ao observado no tecido original .

Quanto a alteracbes no comportamento das células hematopoéticas
devido a forma de cultura, um trabalho com culturas 3D de microesferas de
colageno com células estromais de MO e HSC murinas em meio de Dexter,
sem citocinas adicionais, mostrou a producdo de todas as linhagens
hematopoéticas inclusive linfocitos, ao contrario do que € observado
classicamente em culturas 2D com este meio de cultura (Wang et al., 1995).
Em 2006, foi publicado um trabalho que visou correlacionar o tipo de cultura de
MSC de MO, em 2D ou 3D em malha PET, com sua capacidade de sustentar
progenitores hematopoéticos (Zhang et al., 2006). Os autores observaram que
as células mesenquimais em culturas 3D tém maior capacidade de expandir as
HSC, quase o dobro, mantendo sua capacidade de reconstituir a hematopoese
apos transplante em camundongos imunodecifientes. Este trabalho mostra bem

a influéncia de uma organizacao tridimensional das células estromais na
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capacidade de promover a expansao, sem diferenciacdo, das HSC, porém

ainda nao se tem uma organizacao tecidual como a da MO.

1.7. Esferoides (Multicellular Tumor Spheroids, MCTS)

Esta forma de cultura foi criada na década de 40 por J. Holtfreter e A.
Moscona e em 1971 foi adaptada por Sutherland e colaboradores, para
possibilitar um modelo in vitro de crescimento tumoral, que permitisse testes
com drogas antitumorais (observando a penetragao, ligacdo com o alvo e sua
acao), radioterapia e novas combinacdes de drogas e terapias (Kunz-
Schughart , 1999). Utilizando esta técnica, observou-se uma resisténcia a
terapias com radiagdo ionizante e drogas alquilantes, mediada pela
“conformacao multicelular”. A resisténcia do tumor murino EMT6 a estas drogas
pdde ser completamente revertida quando as células foram isoladas e
cultivadas em monocamada. Porém, se as células fossem mantidas em cultura
como a de esferdide, a resisténcia as drogas se reestabelecia (Graham et al.,
1994; Kobayashi et al.,1993).

Esta técnica é baseada no principio de adesao celular. Assim, através
da formacao de uma pelicula inerte (ndo aderente) na superficie de cultivo, a
adesao ao plastico fica impossibilitada e as células aderentes passam a aderir
entre si, formando uma estrutura multicelular arredondada, os esferoides
(Kunz-Schughart et al.,, 1998 e 1999; Mueller-Klieser, 1997). Esta estrutura
tridimensional reproduz com maior fidelidade as caracteristicas encontradas in
vivo, pois contém uma extensiva matriz extracelular que é diferente tanto na
quantidade quanto na disposicdo dos seus componentes em comparacao com
a matriz produzida pelas células em monocamada (Kunz-Schughart ,1999). Em
2002, Layer e colaboradores estudando o comportamento de células da retina
de embrides de galinha cultivadas na conformacao de esferdides observaram
uma reorganizacao histotipica absolutamente condizente com a organizacao de
uma retina in vivo, com a presenca de todas as camadas organizadas.
Apresentou, inclusive, fotoreceptores organizados em rosetas apds nove dias
de cultura. Esta reorganizacdo nao foi apenas devido ao posicionamento das
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células aplicadas inicialmente, mas também devido a proliferagdo e
diferenciacao celular ocorridas durante o cultivo ex-vivo (Layer et al., 2002).

Uma grande vantagem deste tipo de cultura é a possibilidade de criar um
ambiente tridimensional com diferentes tipos celulares e, portanto, estudar os
mecanismos de crescimento, proliferacdo e diferenciagdo celulares em um
modelo reprodutivel com um ambiente interno ditado pelo metabolismo e pelas
respostas adaptativas das proprias células. Os MCTS possuem uma geometria
morfolégica e fisioldgica que modula caracteristicas celulares como formato,
tamanho, distribuicdo de organelas, atividade enzimatica (Kunz-Schughart et
al., 1998) e expressao génica (Klunder et al., 1993). Estes autores compararam
a expressao do gene de B-actina em células mantidas em monocamada e em
cultura tridimensional (esferdides) e observaram expressdo de PB-actina na
monocamada, enquanto que nos esferdides a maioria das células era negativa.
Este efeito era reversivel, pois a dissociacdo dos esferdides e o cultivo em

monocamada induzia a expressao do gene de B -actina.

Atualmente, este modelo vem sendo aplicado para avaliar o papel de
fatores do microambiente e outras variaveis epigenéticas nas células em
cultura, pois, como visto, o cultivo de agregados celulares esféricos restaura
caracteristicas bioquimicas, morfolégicas e funcionais do tecido original (Kunz-
Schughart et al.,1998, 1999 e 2001). Além disso, este modelo permite a adicao
de diferentes tipos celulares para analisar a interacao deles (Kunz-Schughart et
al.,1998; Korff et al., 2001, Kunz -Schughart et al.,2001) e migracao de um tipo
celular para o interior do esferéide de outro tipo celular (Kelm et al., 2005; Bug
et al., 2002; Silzle et al., 2003). Tudo isso pode ser realizado através de
técnicas simples como distribuicdo celular por etapas, distribuicdo simultanea
ou fusdo de esferodides celularmente distintos (Kunz-Schughart et al.,1998). Os
diferentes tipos celulares podem entdo ser facilmente diferenciados por
técnicas especificas.

Até o momento, ndo foi descrito na literatura, um modelo in vitro

tridimensional que permita reorganizacdo tecidual para estudo de
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microambiente hematopoético, constituido exclusivamente com células
humanas. Torna-se entdo interessante o desenvolvimento de modelos
tridimensionais que permitam a separacdo das duas principais populacdes
estromais do nicho subendosteal para entdo entendermos o papel de cada uma
na regulacao das propriedades deste nicho e da sua dindamica. Uma vez que o
modelo de esferdides apresenta diversas vantagens para estudos de interacao
e migragao celular foi entdo selecionado como modelo para o desenvolvimento

deste estudo.
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2. Objetivo
Principal

Desenvolver um modelo complexo multicelular tridimensional de células

de estroma de medula 6ssea humana representativo do nicho subendosteal

humano.

Secundarios

Estabelecer o melhor protocolo para formacdo de modelo multicelular
tridimensional complexo (esferdide misto) representativo do nicho
subendosteal e compara-lo com esferéide simples de células
mesenquimais de MO.

Caracterizar morfolégicamente os esferoides mistos e simples de células
mesenquimais de MO.

Investigar a capacidade e a cinética de migracdo de progenitores
hematopoéticos CD34" de SC e MO adulta nos modelos de esferéide
simples e misto.

Verificar a localizacao espacial de progenitores hematopoéticos CD34" de
SC nos esferbides mistos e simples.

Investigar a inducao de quiescéncia de progenitores hematopoéticos
CD34" de SC nos modelos de esferdide simples e misto.

Avaliar mecanismos envolvidos na migracdo de progenitores
hematopoéticos CD34" de SC neste sistema de cultura.

Identificar a expressao, nas diferentes populacées estromais de MO que
compdem os esferdides mistos, de mMRNA para fatores envolvidos no
nicho subendosteal de HSC (SDF-1a, Wnt5a, Notch-1, osteopontina,
Angiopoietina-1, SCF, Jagged-1, Delta).
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3. Material e Métodos

3. 1. Células e Amostras
Osteoblastos e fibroblastos de pele humanos foram obtidos no Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ, RJ, Brasil).

Amostras de sangue de cordao umbilical humano (SC) foram obtidas de
fetos nascidos a termo na maternidade Pré-Matre do Rio de Janeiro. Amostras
de medula éssea (MO) foram obtidas a partir de aspirados da crista iliaca de
doadores voluntéarios do Unidade de Transplante de Medula Ossea do Servico
de Hematologia Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da UFRJ. Os
procedimentos foram aprovados em 7 de outubro de 2002, pelo comité de ética
em pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, processo n®
022/02.

As células CD34" foram purificadas, por bilhas magnéticas (CD34
Progenitor Cell Selection System, Dynal Biotech, Lake Success, NY, USA), da
fracdo mononuclear, obtida por gradiente de Ficoll-Paque™ Plus (Amersham

Biosciences, Uppsala Sweden), de sangue de cordao ou medula 6ssea adulta.

As células mesenquimais de medula 6ssea (MSC) foram obtidas apds
hemossedimentacdo em Hespan® (hidroxietil de amido, McGaiy, Irvine, CA,
USA), seguindo-se o protocolo descrito anteriormente de Unidade Formadora
de Colénia de Fibroblasto (CFU-F) (Friedenstein et al., 1976). Resumidamente,
as células de medula 6ssea foram distribuidas em frascos de cultura com meio
Iscove’s suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibi6ticos
(100U/mL de Penicilina G sédica e 100ug/mL de Estreptomiocina). As células
foram incubadas a 37°C com 5% de CO, e, apés 3-4 dias em cultura, o
sobrenadante foi retirado e as células aderentes mantidas até pré-confluéncia,
quando foram expandidas, apds retirada enzimatica, com 0,125% de tripsina e
0,2g/L de EDTA.
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3. 2. Inducdao de diferenciacao para a linhagem osteogénica e
desenvolvimento de reagregados esferoides multicelulares.

As células foram induzidas para a linhagem osteogénica com meio
indutor, ou seja, Iscove’s suplementado com 10% de SFB e antibi6ticos
contendo 10mM de B-glicerofosfato, 50 uM de &cido ascérbico e 10°M de
Dexametazona (Decadron, Prodome Quimica e Farmacéutica Ltda). As

culturas foram mantidas por 7 dias com trocas de meio em dias alternados.

Para a formacdo dos esferdides, pocos, com fundo em “U”, de uma
placa de 96 pocos, foram previamente recobertos com uma pelicula de agarose
a 1% e as células foram distribuidas nas placas apds polimerizagdo da
agarose. Para formacdo de esferéides simples, 2,5 x 10* células
mesenquimais, induzidas ou nao, foram distribuidas em cada poco, em meio
Iscove's suplementado com 10% de SFB e antibidticos. As células foram
incubadas a 37°C com 5% de CO, por um periodo minimo de 4 dias. O
didmetro dos esfer6ides mantidos em cultura por 4 ou 11 dias foi medido em
microscépio invertido equipado com sistema de aquisicdo de imagem
digitalizado. Para formacdo de esferdides multicelulares mistos, foram
distribuidas 1,25 x 10* células induzidas e, apés a formacéo do esferéide, 1,25
x 10* células mesenquimais ndo induzidas foram distribuidas sobre estes. A
cultura foi mantida a 37°C com 5% de CO. por, no minimo, 24 horas. Para
identificacdo dos diferentes tipos celulares, as células induzidas para pré-
osteoblasto foram previamente marcadas com CM-Dil (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA).

3. 3. Migracao de células CD34* de sangue de cordao ou medula 6ssea em
esferdides simples ou mistos de células estromais de medula 6ssea.

Apébs a formacgao dos esferoides, estes foram co-cultivados com 2-3 x
10* células CD34* de SC ou MO, previamente marcadas ou ndo com 5um de
5-(e 6-)-carboxifluoresceina diacetato succinil éster (CFSE, Molecular Probes),
por até 72h. Apds 4, 16, 24 e 48h de co-cultura, as células no sobrenadante de
duplicatas de pool de trés esferdides por ponto foram retiradas e os esferéides

foram lavados com PBS e dissociados por digestdo enzimatica com tripsina-
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EDTA para analise por citometria de fluxo. As células foram quantificadas em
hemocitbmetro e a mortalidade foi determinada pelo método de exclusdo com
azul de tripan. Alguns esferdides foram mantidos integros para analise
morfolégica (microscopia Optica, confocal e eletrdnica).

Para verificar se uma possivel alteragdo no nimero de células CD34" no
interior dos esferbides se devia a proliferacdo, apés 24h de co-cultura as
células que nao haviam migrado (sobrenadante) foram retiradas de alguns
esferdides e estes foram lavados com salina e mantidos em cultura por mais

48h para analise por citometria de fluxo.

Para verificar se havia circulagdo, as células CD34" foram marcadas
com CM-Dil e distribuidas sobre os esferbides mistos. Apds 24h de cultura, as
células do sobrenadante foram retiradas e os esferdides foram lavados como
descrito Em seguida, células CD34" marcadas com CFSE foram distribuidas
sobre os esferbdides, que foram mantidos em cultura por mais 48h. O
sobrenadante e os esferdides dissociados foram analisados apds 24h e 48h
por citometria de fluxo e o percentual das populacbes marcadas com os
diferentes corantes fluorescentes foi determinado.

3. 4. Inibicao da migracao de progenitores hematopoéticos em esferoides
de células mesenquimais de medula éssea.

Para determinagédo do papel de proteina G na migracao de progenitores
hematopoéticos neste sistema, as células CD34" de SC foram pré-incubadas
por 4h a 37°C com 200ng/mL de toxina Pertussis (PTx - Sigma Chemical Co.)
(Bonig et al., 2006) e co-cultivadas com os esferb6ides para avaliacao da
migracdo como descrito. A co-cultura foi incubada a 37°C com 5% de CO; por
24h. Apos este periodo, as células no sobrenadante foram coletadas e os
esferdides lavados e dissociados enzimaticamente para andlise por citometria

de fluxo, como descrito anteriormente.
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3. 5. Citometria de fluxo e analise de proliferacao celular

Suspensodes celulares de esferbides co-cultivados ou ndo com células
CD34" de SC ou MO, obtidas por dissociacdo enzimatica, e dos
sobrenandantes destes foram lavadas com PBS contendo 3% de SFB e 0,01%
de azida sodica (tampao de FACS) e incubadas com anticorpo anti-CD34
conjugado a PE (clone 8G12, BD Bioscences) por 30 minutos a 4°C. As células
foram lavadas e ressuspensas rigorosamente em 400 pul de tampao de FACS
para aquisicao em citbmetro de fluxo, estabelecendo-se o tempo como

parametro da aquisicao.

Para analise da proliferacdo das MSC de MO nos esferdides, a
expressdo do antigeno nuclear Ki67 foi investigada por citometria de fluxo,
como descrito (Zupo et al., 1994). Resumidamente, a suspenséo celular obtida
por dissociacdo enzimatica dos esferdides foi fixada com paraformol
tamponado a 1% por 40 minutos a temperatura ambiente (TA). Apds a fixacao,
as células foram permeabilizadas com etanol 70% a —20°C por 1 hora, lavadas
com tampéao de FACS, incubadas com anticorpo anti-Ki-67 conjugado a FITC
(clone mib1, BD Bioscences) a 4°C por 1 h e lavadas com tampao de FACS.

A proliferagédo celular ao longo da cultura foi avaliada pela técnica de
incorporacao de bromo-deoxiuridina (BrdU, Sigma Chemical Co.). No momento
da adicdo de células CD34" sobre os esferdides, 10uM de BrDU foi
acrescentado na cultura e o meio foi trocado de 2 em 2 dias. Apos 48h e 7 dias
de co-cultura, o sobrenadante foi coletado e os esferdides dissociados, como
descrito. Apdés marcacao de superficie, as células foram fixadas com
paraformaldeido 1% e permeabilizadas com etanol 70% gelado como descrito
anteriormente. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas por 30
minutos a 25°C em solugcdo de 0,15M de NaCl com 100 U/mL de DNAse
(Worthington Biochemical Corporation®), 4,2 mM de MgCl, e 10 u M de HCI.
Apos lavagem, as células foram incubadas com anticorpo anti-BrdU FITC
(clone B44, BD) por 20 minutos a TA e lavadas com tampéao de FACS.
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A aquisicdo foi feita em FACSCalibur com software CellQuest 3.1 e as
andlises foram feitas utilizando o programa livre WinMDI 2.8

(http://facs.scripps.edu/software.html).

3. 6. Analise histolégica e ultraestrutural

Os esferdides integros foram fixados em paraformaldeido tamponado a
4% e processados rotineiramente para inclusdo em parafina. O material foi
desidratado em concentracdes crescentes de alcool (70%, 100% por duas
vezes) por 20 minutos cada. Apds a desidratacdo, o material foi imerso em
Xileno em dois banhos de 20 minutos cada. Em seguida o material foi imerso
em Parafina purificada em dois banhos de 20 minutos cada a 58°C. Os blocos
de parafina foram cortados com 5um de espessura em micrétomo (Lupe “820”
Spencer Microtome). Os cortes foram desparafinados, rehidratados e corados
rotineiramente com Hematoxilina e Eosina-Floxina (H-E), Von Kossa
modificado (Reyes et al., 2001) e Picrossirius modificado para confocal (Dolber
e Spach, 1993). Para microscopia eletronica de transmissao e varredura (MET
e MEV), os esferbides foram fixados em Glutaraldeido 2,5% em tampao
cacodilato 0,1M 3,5% sacarose por 1 hora no gelo. Em seguida foram pos-
fixados com uma solugcdo de 6smio-ferrocianeto em tampao cacodilato 0,1M
3,5% sacarose, desidratados com séries crescentes de acetona e incluidos em
resina Epon 812 (MET) e cortado em ultramicrétomo (Ultracut, Leica SUCT).
Os cortes semifinos foram colocados sobre Iamina de vidro e corados com azul
de toluidina e os cortes ultrafinos foram colocados sobre grades de cobre com
300-mesh, contrastados com citrato de chumbo e acetato de uranila e
examinados em um microscopio eletrénico de transmissao Zeiss EM 10C. Para
MEV o material, apds desidratado, foi submetido ao ponto critico de secagem
com troca da acetona por CO, (Critical point drier, CPD 030, Balzers Union) e
posteriormente metalizacdo com ouro (MED 010, Balzers Union) para

observagdo em microscopio eletrénico de varredura (TSM 940, Zeiss).
3. 7. Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal
Os esferoides foram fixados com paraformaldeido 4% tamponado por 6h

e, em seguida, incubados com sacarose 15% (overnight), sacarose 30% (6h),
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incluidos em OCT (tissue teck), congelados e cortados em criostato (Leica CM
1850).

Para analise de citoesqueleto, as células foram permeabilizadas com
Triton X a 0,2% durante 15 minutos para identificacdo de a-actina de musculo
liso e 30 minutos para reacao com faloidina (Sigma Chemical Co.). Para
andlise de moléculas de matriz extracelular, os cortes foram previamente
incubados com Triton X a 0,01% durante 15 minutos. Os sitios inespecificos
foram bloqueados com solucdo de BSA 3% em PBS por 1h. As laminas foram
incubadas, por 16h a 4°C em cé&mara Umida, com o0s seguintes anticorpos
primarios: (i) camundongo anti-a-actina de musculo liso (Dako) dilluido 1:50, (ii)
coelho anti-fibronectina (Sigma Chemical Co.) dilluido 1:400,(iii) camundongo
anti-colageno | (Sigma) dilluido 1:1000, (iv) coelho anti-laminina (Sigma
Chemical Co.) dilluido 1:50, (v) cabra anti-osteopontina (Santa Cruz) dilluido
1:1000 e (vi) camundongo anti-colageno IV dilluido 1:50 (Sigma Chemical Co.).
As laminas foram lavadas com PBS e incubadas, por 60 minutos a TA com os
anticorpos secundarios especificos conjugados a fluoresceina (FITC) ou
rodamina. As laminas foram lavadas e, em seguida, incubadas com 4’,6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI, Sigma Chemical Co.), na concentragao
previamente determinada, por 5 minutos a TA. As laminas foram montadas em
vectashield e observadas em microscépio de fluorescéncia (Nikon, Eclipse

E400) ou em microscopio Confocal LSM 510 Meta (Carl Zeiss).

3. 8. Marcacao fluorescente para identificacao celular

Para identificacdo dos diferentes tipos celulares apés co-cultivo, as
células foram marcadas com Clorometilbenzamido (CM-Dil, Molecular Probes)
ou 5-(e 6-)-carboxifluoresceina diacetato succinil éster (CFSE, Molecular
Probes).

As células progenitoras CD34" foram incubadas com 5-10uM de CFSE
ou com 2uM de CM-Dil. A populacao de MSC induzida foi marcada com 2uM

de CM-Dil. Para marcacao com CFSE, a concentracdo da suspensao celular foi
ajustada para 2-5 x 10° / mL em uma solugdo com 0,1% de albumina sérica
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bovina (BSA) e as células foram incubadas por 15 minutos a 37°C. Em
seguida, as células foram lavadas com PBS com 10% de SFB, ressuspensas
em meio de cultura e aplicadas nos pocos de cultura. A marcacao com CM-Dil
foi feita ap6s sua diluicdo em Iscoves’ com 10% de SFB e as células foram
incubadas por 5 minutos a 37°C, sob agitacao, e por adicionais 15 minutos a
4°C. Em seguida, as células foram lavadas quatro vezes com PBS,

ressuspensas em meio de cultura e aplicadas nos pocos como descrito.

3. 9. Isolamento de m-RNA e reacao de polimerase em cadeia com
transcricao reversa (RT-PCR).

A expressdao de genes envolvidos no processo de migracao e
manutencdo de quiescéncia de progenitores hematopoéticos foi avaliada
comparando as populacées de MSC de medula, induzidas ou n&o, sob
condicAes tridimensionais (esferdide) ou bidimensionais (monocamada). Para
tanto, as células foram lisadas com Trizol (Gibco BRL) para extragdo de RNA
total, seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. Para a sintese de
cDNA, foram utilizadas 2 ug de RNA total. Foi adicionada 0,5ug de oligo-dT
primer (oligo-dT primer 500 pg/mL, Gibco BRL) e a mistura foi incubada a 68
°C por 4 minutos. Apés este periodo, adicionou-se 0,01 M de DTT (DTT, 0,1M,
Invitrogen), e 0,5 mM de uma mistura de nucleotideos (dNTPs 25mM,
Invitrogen) e 200U da enzima de Transcrigdo Reversa (M-MLV RT 200 U/mL;
Invitrogen). A mistura foi incubada a 39 ° C por 2 h. Em seguida, foi colocada a
90° C por 10 minutos e armazenada a — 20 °C.

Para as reagdes de RT-PCR, 2 uL de cDNA foram adicionados numa
solucédo contendo 0,4 pMoles/uL de primers (Tab. 1), 1,5U de Taq Polimerase
(Cenbiot Enzimas) e tampao da enzima contendo 2mM de MgCl, e 0,1 mM de
uma mistura de nucleotideos (dNTPs 25mM, Invitrogen). Apds 60 segundos a
96°C, foram realizados 34 ciclos de 96°C por 30 segundos, seguidos de 45
segundos a temperatura média de anelamento para cada primer (Tab. 1) e
72°C por 1 minuto para alongamento. Ao final, um ciclo a 75°C por 5 minutos.
O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,2% e
posterior coloracdo com brometo de etideo (0,17 pug / mL) em TAE (Tris-
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Acetato-EDTA). A visualizagdo foi realizada com o auxilio de um
transiluminador. A quantificacdo da intensidade das bandas foi realizada
através de imagens digitais com o auxilio do programa Scan Image.

Tabela 1. Caracteristicas dos primers utilizados.

Produto
amplificado

Sequéncia

TM = Temperatura média de anelamento
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4. Resultados

4. 1. Caracteristicas morfoldgicas dos esferoides de MSC de MO

Apbs quatro dias em cultura, as MSC de MO agregaram-se entre si,
formando estruturas esferéides com didametro em torno de 400um (420um =
23,7) (Fig. 8A). A microscopia 6ptica, verificou-se que, na periferia, a densidade
celular era maior e as células apresentavam-se fusiformes, dispostas em
multiplas (4-6) camadas. Na regido central, as células eram poliédricas, com
amplo citoplasma vacuolizado (Fig. 8B e detalhe destacado). A microscopia
eletrénica de varredura confirmou a estrutura multicelular esferéide (Fig. 8C).
As células na superficie do esferbide apresentavam longas projecdes
citoplasmaticas do tipo filopddio (Fig. 8D). Delicadas projecdes celulares e finos
filamentos sugestivos de depdsito de elementos de matriz extracelular foram
observados na superficie dos esferdides (Fig. 8E, seta). A microscopia
eletrénica de transmissao confirmou o aspecto fusiforme das células periféricas
(Fig. 8F). Na regiao central as células apresentavam citoplasma amplo e
vacuolizado, nucleo irregular e material granular no espaco intercelular (Fig.
8G). Observou-se em células centrais a presenca de cisternas de reticulo
endoplasmatico dilatadas apresentando no seu interior material granular similar
ao observado no espaco intercelular (Fig. 8H, seta), além disso foi possivel
observar também grande quantidade de mitocéndrias com aparéncia integra
indicativo de significativa atividade metabdlica celular (Fig. 8H, cabecas de
seta).

4. 2. Expressao de matriz extracelular em modelo 2D e 3D

Tanto na monocamada, quanto nos esferbéides de MSC de MO
observou-se deposicdo de fibronectina (Fig. 9A-B). No entanto, na
monocamada a fibronectina se apresentava na forma de delicados filamentos,
enquanto que nos esferéides estes eram mais densos, especialmente na
periferia dos esferbides e formavam uma rede tridimensional (Fig. 9B). Na
monocamada observou-se a organizacao de filamentos de a-actina de musculo
liso em fibras de estresse (Fig. 9C). Na cultura em 3D observou-se uma intensa
marcacao, mas sem formacao de fibras de estresse (Fig. 9D). A auséncia de
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fibras de estresse nos esferdides foi confirmada nas preparacdes com faloidina
(Fig. 9F). Na monocamada, a formagdo dessas fibras foi mais uma vez

demonstrada pela disposi¢éo de actina F (Fig. 9E).

Figura 8. Aspecto morfolégico dos esferdides de MSC de MO. (A) Microscopia de
contraste de fase. Microscépio invertido. (B) Microscopia oOptica mostrando maior
densidade celular na periferia e vacuolizagao citoplasmatica na regiao central. H-E. No
detalhe, corte semifino confirmando as multiplas camadas de células fusiformes na
periferia e a vacuolizagcao citoplasmatica das células na regido central. Azul de
metileno. (C) Aspecto do esferdide na MEV. (D) Projegbes citoplasmaticas tipo
filopédio das células estromais na periferia do esferdide. (E) Filamentos delicados na
superficie celular (seta). (F) MET da regiao periférica do esferbide apresentando célula
fusiforme. (G) MET da regido central do esferbide, mostrando material granular
extracelular, vacuolizagdo citoplasmatica e nucleo irregular. (H) Célula na regiao
central com ndcleo irregular, reticulo endoplasmatico bem desenvolvido com material
granular no interior deste (seta) e rica em mitocondrias (cabecas de seta).
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Figura 9. Expressédo de fibronectina e a-actina de musculo liso em MSC de MO
humana cultivadas sob forma de monocamada (A, C e E) e esferdide (B, D e F). (A)
Fibronectina em monocamada, barra correspondente a 100um e (B) em 3D, barra
correspondente a 20um. (C) a-actina de musculo liso formando fibras de stress em
monocamada, barra correspondente a 100um. (D) células de estroma em 3D mantém
expressao de a-actina de musculo liso, porém nao formam fibras de estresse. (E-F)
mostrando actina-F identificada por faloidina (em vermelho) em 3D (F) e monocamada
(E). Ndcleo identificado por DAPI, em azul. Barras representam 20 um (D, E-F).
Microscopia confocal (B,D,E-F). Microscopia de fluorescéncia (A,C).
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4. 3. As MSC de MO nao proliferam em cultura do tipo esferoide.

O diametro dos esferéides é um fator limitante para manutencdo das
células neste tipo de cultura, em funcao da hipoxia que pode se estabelecer no
centro dos esferdides (Kunz-Schughart, 1999). Com o objetivo de determinar o
didmetro ideal dos esferdides de MSC de MO, diferentes concentracdes
celulares foram distribuidas em cada poc¢o. Apo6s quatro ou 11 dias de cultura o
didmetro dos esferdides foi determinado como descrito. Verificou-se que o
tamanho dos esferéides de MSC de MO era proporcional ao nimero de células
distribuidas por poco e que mesmo apdés 11 dias em cultura,
independentemente da concentragcdo celular inicial, este ndo se alterava (Fig.
10A). A analise de regressao linear mostrou que havia correlagao entre essas
variaveis, tanto em quatro dias (r2 = 0,962), quanto em 11 dias (r2 = 0,991).

Esta correlagdo entre o numero de células que iniciaram o esferdide e
seu didmetro, independentemente do tempo de cultura, sugere que uma vez
que se estabelece uma organizacao tridimensional, ou as células entram em
quiescéncia, ou o desenvolvimento de hipoxia causa morte celular que é
compensada por igual taxa de proliferacdo celular. Para testar estas hipoteses,
as células do esferbide foram dissociadas para avaliacdo da taxa de

proliferagcdo e morte celular.

A andlise por citometria de fluxo da expressdo do antigeno nuclear
associado a proliferacao celular, Ki-67 (mib-1) mostrou que MSC de MO, ap6s
quatro dias de cultura do tipo esferdide, estdo quiescentes (Fig. 10B). Menos
de 1% das células nos esferéides expressava Ki-67. Fibroblastos de pele
humana (FPH) também entraram em quiescéncia, porém células de linhagem
osteoblastica humana (HOB) apresentaram uma alta taxa de proliferacao
(50%), embora houvesse uma reducao desta comparando-se o percentual de
células Ki-67" na monocamada e nos esferdides, sendo assim a quiescencia
observada nas MSC 3D nédo é artefato do modo de cultura (Fig. 10C). A
viabilidade celular das MSC de MO nos esferéides, avaliada pelo método de

exclusao com azul de tripan, foi maior que 95%, sugerindo que a morte celular
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nao era um fenémeno predominante mesmo nos esferdides iniciados com a

maior concentracao celular (5 x 10* células) (dados ndo apresentados).

Estes resultados sugerem que a organizagao tridimensional das MSC de
MO e de fibroblastos é suficiente para induzir quiescéncia e que as células se

mantém viaveis neste sistema 3D por pelo menos durante 11 dias de cultura.
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Figura 10. Analise da proliferacdo celular no modelo de esferéide. (A) Correlagao
entre o didmetro dos esferbides e o numero de células de estroma de MO utilizado no
inicio da cultura. Barra de erro corresponde ao desvio padrdao de 6 esferdides /
concentracao celular / em cada tempo de cultura. (B) Expressao de Ki-67 em MSCs de
MO e em osteoblastos (linha pontilhada, isotipo; linha cinza, monocamada). (C)
Percentual de células Ki-67" em esferdides de fibroblastos, mesenquimal de medula e
em osteoblastos nos esferéides (3D) ou em monocamada (2D) (¢, monocamada
confluente; sc, monocamada semiconfluente; * esferdide cultivado na presenca de
colchicina).

4. 4. Células CD34"* de sangue de cordao migram nos esferdides de MSC
de MO

A selecao magnética de sangue de cordao umbilical permitiu enriquecer
nossa amostra em 65-85% de células CD34". As analises por citometria de
fluxo de esferdides de MSC de MO, co-cultivados com suspensao celular

enriquecida em células CD34", permitiram identificar e quantificar estas células
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nos esferoides (Fig. 11). Para tanto, as células no sobrenadante e a suspenséo
celular obtida ap6s dissociacdo enzimatica dos esferdides foram incubadas
com anticorpo anti-CD34, uma vez que a populacdo celular inicialmente
aplicada, como ja falado, era apenas enriquecida em células CD34".
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Figura 11. Migragdo das células CD34" em esfer6ides de estroma de MO por
citometria de fluxo. As células progenitoras foram identificadas pela expressao de
CD34 (R2, em vermelho). Esferdide controle (primeira coluna), co-cultura de
esferdides com células de CD34" apo6s 24h (segunda coluna).

A analise quantitativa foi realizada tomando como base o numero de
eventos CD34" adquiridos por minuto num volume fixo. O percentual de
migragao foi calculado, considerando-se o numero total de eventos CD34" no
sobrenadante e nos esferéides dissociados. Observou-se que as células CD34"
foram capazes de migrar nos esferdides, atingindo um maximo de 15% de

migracdo em 24h (Fig. 12A-B). Resultados preliminares mostraram que a
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migracdo era dependente da via de proteina Gi, uma vez que a adi¢cdo de
toxina Pertussis (PtX) foi capaz de inibir em cerca de 50% a migragéo (Fig.
12C).
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Figura 12. Cinética de migracao de células CD34" de SC em esferdides de MSC de
MO. O percentual (%) de migragao das células CD34" (A) e o numero total de eventos
CD34" (B) nos esferoides, ao longo do tempo de co-cultura, em dois experimentos
independentes sdo mostrados. As barras indicam os valores maximos e minimos de
duplicatas de pool de 3 esferdides por ponto. (C) Numero de eventos CD34
observados no interior de esferdides controles e ap6s incubacdo com PTx, barras.

Com o intuito de verificar se as células hematopoéticas haviam migrado
efetivamente para o interior dos esferéides, foram feitos estudos morfolégicos.
As analises histologicas e ultraestruturais permitiram observar que as células
hematopoéticas encontravam-se de permeio as células de estroma de MO que
formam os esferbides (Fig. 13). As células progenitoras foram capazes de
migrar por entre as células de estroma, penetrando na estrutura dos esferéides.
Apos 48h, células hematopoéticas foram observadas tanto no centro dos
esferéides (Fig. 13A), quanto na periferia destes (Fig. 13B). Curiosamente,
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célula hematopoética polarizada, com protrusbes membranares junto as
juncdes intercelulares de células de estroma da superficie dos esferdides foi
observada (Fig 13C). A MET verificou-se que iniimeras células hematopoéticas
apresentavam as caracteristicas ultraestruturais de células CD34+ (Servida et
al., 1996), ou seja, nucleo arredondando com cromatina frouxa, citoplasma
escasso e pobre em organelas e apresentando alguns vacuolos (Fig. 13D-F).
Estas estabeleceram interagdes com as células estromais, originando areas em
que as membranas plasmaticas de ambas as células encontravam-se proximas
(Fig. 13D e E). Ap6s 7 dias de co-cultura, ainda pode-se observar células com
morfologia de células CD34+ e outras semelhantes a progenitores mieldides,
com nucleo irregular e cromatina frouxa e citoplasma mais amplo, contendo

inUmeras mitocéndrias (Fig. 13F).
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Figura 13. Analise histolégica e ultraestrutural de co-culturas de esferdides de MSC de
MO com células CD34" de SC. (A-C) Cortes semifinos de esferdide apds 48h de co-
cultura com células CD34", mostrando inumeras células hematopoéticas de permeio
as células de estroma (setas). Azul de metileno. MET de esferbides ap6s 48h de co-
cultura com células CD34" (D). Detalhe da interacao célula-célula (E) e apds 7 dias de
co-cultura, mostrando célula com morfologia miel6ide —(seta) (F).
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4. 5. Desenvolvimento de esferdides complexos (Misto) com MSC de MO
induzidas para a linhagem osteogénica.

Como descrito, as células CD34" migraram nos esferéides de MSC se
dispersando em toda a estrutura. Porém, na medula 6ssea o estroma € mais
complexo, formando gradientes celulares e quimicos que regem esta migracao
para sitios especificos (nichos), mais especificamente para a regiao
subendosteal, nicho este responsavel pela manutencao do pool de células-
tronco hematopoéticas, pois induz estas a um estado de quiescéncia ou auto-
renovacao (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003). Por este motivo, tentamos
aumentar a complexidade do modelo e mimetizar o nicho subendosteal através
do co-cultivo de MSC de MO induzidas para a linhagem ostegénica por uma
semana (pré-osteoblastos) com MSC nao induzidas, de tal forma que o centro
do esferdide seria formado por pré-osteoblastos e a periferia por células nao
induzidas. Esta organizagdo seria similar a do nicho subendosteal da MO
(Muguruma et al., 2006).

Apbs 4 dias em cultura, os pré-osteoblastos agregaram-se entre si,
formando estruturas esferdides (Fig. 14A-B) sobre as quais foi aplicada
suspensao de MSC nao induzidas (cultivo sucessivo). Apds 24h, estas células
recobriram a superficie do esferéide (Fig. 14C-D, G) e, mesmo apds tempos
mais longos de cultivo, as duas populacbes celulares se mantiveram
segregadas (dados nao mostrados). No entanto, quando ambas as suspensdes
celulares foram distribuidas simultaneamente nas placas de cultura (cultivo
simultaneo) ndo houve segregacao entre as duas populacoes (Fig. 14E-F). A
andlise por microscopia confocal de cortes parafinados corados pela técnica de
H-E permitiu observar a rede de prolongamentos celulares que se organiza no
interior dos esferdides (Fig.14H).

Osteoblastos sintetizam colageno | que, na MO, é encontrado nas
trabéculas 6sseas e osso cortical (Nilsson et al.,1998). A coloracdo de
Picrossirius foi realizada com o objetivo de verificar se as MSC de MO
induzidas por uma semana para a linhagem osteogénica eram capazes de

sintetizar e depositar colageno | nos esferdides induzidos. Verificou-se, tanto no
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microscépio 6ptico convencional (Fig. 15A-B), quanto no confocal (Fig. 15C), a
presenca de feixes de colageno somente na regido das células induzidas para
a linhagem osteogénica. A deposicdo de colageno | foi confirmada por
imunofluorescéncia (Fig. 15D-G). As coloragdes de Von Kossa, para
identificacdo de focos de mineralizacdo, foram negativas, sugerindo que o
tempo de indugdo para a linhagem osteogénica foi insuficiente para
diferenciacao terminal e mineralizagdo da matriz extracelular, condizente desta

forma com o fenétipo de pré-osteoblasto (dados ndo mostrado).

Figura 14. Aspecto dos esferdides induzidos e mistos. Microscopia de contraste de
fase em microscopio invertido de esferdides induzidos 4 dias (A) e misto de cultivo
sucessivo (C). Microscopia éptica mostrando a organizagéo dos esferdides induzidos
apés 4 dias de cultura (B), esferdide misto de cultivo sucessivo (D) e misto de cultivo
simultaneo (E). Seta em D indica limite entre esferdide central induzido e células nao
induzidas da cobertura. H-E. Microscopia confocal mostrando a localizacao relativa
dos tipos celulares (populacdo induzida marcada previamente com CM-Dil, em
vermelho) nos esferdides mistos de cultivo simultédneo (F) e sucessivo (G). Projecdes
celulares no esferéide misto de cultivo sucessivo, coloragdo por HE (H). Nucleo
identificado por DAPI, em azul.

Figura 15. Caracterizagdo de matriz extracelular nos esferdides mistos. Coloracao de
picrossirius mostrando fibras colagenas em vermelho (A e B) microscopia 6ptica e (C)
confocal. Imunofluorescéncia para colageno | (D-G). Imagem por contraste de fase
(D) colageno | em verde (E), area do esferdide formado por MSC induzidas para a
linhagem osteogénica previamente marcadas com CM-Dil, em vermelho (F) e
superposicao de E e F (G).
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A expresséao, nos esferéides mistos, de outros componentes da matriz
extracelular, presentes no microambiente medular, como fibronectina, laminina
e colageno 1V, foi também investigada por imunofluorescéncia. Para determinar
a localizacdo destas moléculas, as MSC induzidas para a linhagem
osoteogénica foram previamente marcadas com CM-Dil. Observou-se que
laminina (Fig. 16A), colageno IV (Fig. 16B) e fibronectina (Fig. 16C-D) eram
expressas, distribuindo-se tanto na regido das células induzidas, quanto na de
nao induzidas, assim como a glicoproteina osteopontina (Fig. 16 E-F).

Uma vez que somente o protocolo de cultivo sucessivo, ou seja,
formacao inicial de esferéide de pré-osteoblastos, seguido de distribuicdo de
células nao induzidas, permitiu a formacdo de regides histologicamente
definidas, este foi selecionado para estudo da migracédo de células CD34".
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Figura 16. Expressdo de moléculas de matriz extracelular nos esferdides mistos de
cultivo sucessivo. Laminina, em verde (A), colageno IV, em verde (B), fibronectina em
verde, na regido de MSC néo induzidas (C) e no centro formado por MSC induzidas
para a linhagem osteogénica (D). Osteopontina em verde, no centro formado por MSC
induzidas para a linhagem osteogénica (E) e na regiao de MSC nao induzidas (F).
Microscopia confocal. MSC induzidas para a linhagem osteogénica marcadas com
CM-Dil, em vermelho.
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4. 6. Células CD34+ de SC ou MO sao capazes de migrar em esferoides
mistos de cultivo sucessivo

A cinética de migracao das células CD34" de SC nos esferdides mistos
de cultivo simultaneo foi testada, como descrito anteriormente, e comparada
com a cinética de migracao nos esferbides simples de MSC nao induzidas (Fig.
17A). Verificou-se ainda a capacidade destas células migrarem nos esferoides
simples de MSC induzidas (Fig. 17B). Observou-se que as células CD34+ de
SC migraram de forma semelhante tanto nos esferéides mistos quanto nos
simples de células ndo induzidas, atingindo um platé em torno de 15% em 24h
(Fig. 17A). Curiosamente, observou-se que as células hematopoéticas ndo sé
eram capazes de migrar nos esferdides simples de pré-osteoblastos, mas o
faziam com grande eficiéncia, sem atingir um platé (Fig. 17B). Ao contrario do
observado nos modelos anteriores de esferdides, as células continuaram a
migrar mesmo apo6s 24h de co-cultivo e, em 48 h, o percentual de migracao
chegou em um dos experimentos a 50%. A analise de esferdides onde as
células nao aderentes haviam sido retiradas apds 24h de co-cultura mostrou
que este aumento no percentual de células CD34" no interior dos esferodides
induzidos ndo se deveu a proliferacdo destas (dado ndo mostrado), sendo,
portanto, dependente de migrag¢ao continua.

A capacidade de migracdo in vivo de células CD34" derivadas de
diferentes fontes difere, sendo que as células de SC parecem migrar mais
eficientemente para a MO do que as de MO (Bonig et al., 2006). Com o objetivo
de verificar se estas diferencas, observadas in vivo, seriam reproduzidas num
modelo in vitro 3D, células CD34" foram isoladas de SC e MO e co-cultivadas
com esferbdides mistos para avaliar a cinética de migrag¢do. Ao contrario do SC,
a selecdo magnética de células CD34" de MO chegou a 90% de pureza. As
andlises por citometria de fluxo mostraram que, como descrito na literatura, as
células progenitoras de SC parecem migrar com maior eficiéncia em relacao as
de MO (Fig. 17C). Enquanto a populacao de SC atingiu, em média, 16,28% (t
4,14) de migracdo em 24h em trés experimentos independentes, a populacao
de MO atingiu somente 7,4 % (+ 4,34).

66



A —— Esf Misto B c

—+— Esf Msto SC CD34
sl 0. —+ Esf Msto MO CD34
2 ”
201 | 1
o 181 g ¥ 21
3161 g a0 8 181
e 4
gmr =) §-16
=12 E 30 B
@ 104 ' = 124
o g = o 10
> 8 - 20 T 3
& 6 @ 32 6
4] 101 et 4]
o] A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 g— T
04 8 127630 34 23 37 36 40 44 43 04 812162024 2832364044 48 04 8121682024 2832364044 48
Tempo (h) Tempo (h) Temrpo (h)

Figura 17. Cinética de migracdo de células CD34" em modelo 3D de cultura. (A)
Percentual de migragéo de células CD34" de SC em esferdides simples de MSC né&o
induzidas (em verde) e mistos (em azul) ao longo do tempo. E apresentada a média de
trés experimentos isolados em duplicata. As barras indicam o erro padrédo. (B)
Percentual de migracdo de células CD34" de SC em esferdides simples de MSC
induzidas para a linhagem osteogénica. Dois experimentos independentes, com
duplicatas, sdo apresentados. As barras indicam as variagées em cada ponto. (C)
Percentual de migracéo de células CD34" de SC (em azul) e de MO (em vermelho) em
esferdides mistos ao longo do tempo de co-cultura. Os valores representam a média
de trés experimentos independentes com duplicatas. As barras indicam o erro padrao.

Estes resultados sugerem que este modelo 3D permite identificar
diferencas na capacidade de migracdo em estroma medular de progenitores
hematopoéticos. Além disto, mesmo na presenca de pré-osteoblastos, que
induzem migragao eficiente das células CD34" de SC, a cinética de migragao
dos progenitores hematopoéticos parece ser determinada pelas MSC nao

induzidas.

As analises histolégicas dos esferbides mistos co-cultivados com células
CD34" de SC permitiram observar que neste modelo de cultura as células
hematopoéticas encontram-se distribuidas na camada de MSC nao induzida
(Fig 18). As células progenitoras, em 24h, ja foram capazes de migrar por entre
as MSC néao induzidas mas, até 48h, encontravam-se predominantemente na
periferia dos esferdides (Fig. 18A-B). No entanto, ap6s 72h de co-cultura,
algumas células hematopoéticas foram observadas no limite entre o esferdide
central formado por pré-osteoblastos e as MSC nao induzidas que o recobriam,
mas nunca no centro deste (Fig. 18C-D). Esta localizagdo prdéxima a regido
formada por MSC induzidas para a linhagem osteogénica foi confirmada por

microscopia confocal. Para tanto, as MSC diferenciadas para pré-osteoblastos
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foram previamente marcadas com CM-Dil, enquanto as células CD34" de SC,
selecionadas magneticamente, foram previamente marcadas com CFSE e co-
cultivadas com os esferdides mistos por 72h. Apos este periodo, os esferdides
foram fixados e cortados em criostato, como descrito. Verificou-se que a
maioria das células CFSE" localizava-se nas proximidades das MSC CM-Dil*
(Fig. 18E-G), mas jamais de permeio a estas, confirmando a localizagédo
preferencial das células hematopoéticas.

Esta localizacdo ndo se deve a um simples bloqueio fisico em funcéo do
depdsito de colageno tipo I, por exemplo, que formam densas fibras no centro
do esferdide de células induzidas, uma vez que as células CD34+ de SC foram
capazes de migrar de forma eficiente nos esferéides formados exclusivamente
por MSC induzidas (Fig. 17B). Assim, estes resultados sugerem que se
estabelece um gradiente especifico formado pela interacdo das duas

populacdes estromais que mimetiza o nicho subendosteal da MO.

68



Figura 18. Analise morfolégica de co-culturas de esferdides mistos com células CD34*
de SC. Notar que, apds 24h (A) ou 48h (B) as células hematopoéticas encontram-se
na periferia dos esferdides, enquanto que em 72h (C-D), algumas células sao
observadas nas proximidades do centro de formado por MSC induzidas (setas). HE,
Aumento original: 400X. As cabecas de seta indicam a regidao de transicao entre MSC
nao induzidas e induzidas. (E-G) Microscopia confocal de esferdides mistos co-
cultivados por 72h com células CD34" de SC. (E) MSC induzidas marcadas com CM-
Dil (vermelho). (F) Células CD34* de SC marcadas com CFSE (verde). (G)
Superposicao de E e F evidenciado nucleo marcado com DAPI (azul).
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4. 7. Recirculacao das células CD34* nos esferdides mistos.

A cinética de migracdo das células CD34" nos esferdides mistos e nos
simples formados por MSC néo induzidas ou induzidas para a linhagem
osteogénica mostrou, como ja descrito, que enquanto nos esferdides onde
MSC nao induzidas estavam presentes se estabelecia um platd em 24h, nos
esferdides formados exclusivamente por células induzidas isto ndo era
observado (Fig. 12 e 17). Curiosamente, nos pocos onde as células
hematopoéticas que ndo haviam migrado apdés 24h de co-cultura foram
retiradas para controle da proliferagcdo, observou-se, 24h e 48h apds, a
presenca de células hematopoéticas no sobrenadante, principalmente dos
esferdides mistos (Fig. 19A-D) ou de MSC néao induzidas (dado ndo mostrado).
Apoés, 48h o numero de células nas proximidades, mas externamente, dos
esferdides era ainda maior (Fig.19C-D), mostrando assim que a saida de
células é um processo continuo. . O percentual de saida em relacao ao total de
células CD34" presentes nos esferbides, quantificadas por citometria de fluxo,
foi calculado no ponto de 48h, comparando-se a saida de células CD34" de SC
ou MO em esferdides mistos ou simples de MSC induzidas. Tanto as células
CD34" de SC, quanto as de MO migraram para o sobrenadante dos esferéides
mistos, porém o percentual de saida dos esferéides simples induzidos foi
menor  (Fig.19E). Estes resultados sugerem que o platd de migracao,
observado nos esferdides mistos, poderia se dever a uma recirculacdo das
células CD34". Ou seja, se estabeleceria um equilibrio dindmico, com entrada e
saida continua de células hematopoéticas na mesma proporgao.

Para verificar esta hipétese, células CD34" marcadas com CM-Dil foram
distribuidas sobre esferdides mistos e, apds 24h, as células do sobrenadante
foram retiradas. Em seguida, células CD34" marcadas com CFSE foram
distribuidas sobre os esferdides. O sobrenadante e os esferdides dissociados
foram analisados ap6s 24h e 48h por citometria de fluxo e o percentual das
populacdes marcadas com os diferentes corantes fluorescentes nos esferdides
e no sobrenadante foi determinado. Como previsto, verificou-se que 24h apés
a lavagem dos esferbides células marcadas com CM-Dil estavam presentes em
pequenas quantidades no sobrenadante, havendo um aumento neste
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percentual apds 48h. Paralelamente, observou-se que o percentual de células
CFSE+ diminui progressivamente no sobrenadante. No interior dos esferdides
verificou-se exatamente o contrario. Apo6s 24h, ja foi possivel observar um
pequeno percentual de células CFSE" e este valor aumentou ap6s 48h, ao
mesmo tempo que houve reducado do percentual de células marcadas com CM-
Dil (Fig. 19F).

Estes resultados preliminares confirmaram a hipétese de que nos
esferdides mistos estabelece-se uma dindmica de migragcdo das células
hematopoéticas, com entrada e saida simultanea de células por até 72h de

cultura, o que leva a formacéo do platé.
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Figura 19. Dinamica de migracao das células CD34" nos esferdides. Esferdides
mistos foram cultivados com células CD34" por 24h, lavados e mantidos em cultura
por 24h (A-B) e 48h (C-D). Microscopia de contraste de fase em microscopio invertido.
Figura representativa de trés experimentos independentes. (E) O percentual de
migracdo de células hematopoéticas de SC ou MO para o sobrenadante dos
esfer6ides mistos ou simples pré-osteoblasticos, 24h apds retirada deste foi
determinado por citometria de fluxo. As colunas representam a média de duplicatas de
um experimento e as barras indicam a o valor maximo. (F) Percentual de migracao de
células CD34" de SC marcadas com CM-Dil ou CFSE. Esferdides mistos foram
cultivados por 24h com células CD34" marcadas com CM-Dil, lavados e em seguida
incubados com células CD34" marcadas com CFSE por até 48h. O percentual de
células CD34" marcada com CM-Dil ou CFSE no sobrenadante ou no interior dos
esferdides foi determinado por citometria de fluxo apds 24h e 48h. Média de duplicatas
de um experimento € mostrada. As barras indicam o valor maximo em cada ponto.
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4. 7. Analise da proliferacido de células CD34" de SC em esferdides
simples ou mistos.

Foi observado que os esferbides mistos mantém uma organizacéao
celular prépria e que os progenitores hematopoéticos que migram neste
modelo localizam-se preferencialmente na vizinhangca das MSC induzidas,
embora sejam capazes de migrar para o interior de esferdides formados
somente por células induzidas. Estes resultados sugerem que haja a formacéo,
nos esferdides mistos, de microambientes especificos capazes de controlar a
localizagdo dos progenitores hematopoéticos de forma semelhante ao nicho
subendosteal da MO. Uma vez que esta regido parece controlar ndo s6 a
localizagdo, mas também a quiescéncia das CTH in vivo, a proliferacdo das
células CD34" de SC foi investigada no modelo de co-cultura com esferdides
mistos e simples. Para tanto, esferdides mistos e simples foram co-cultivados
por até 7 dias com progenitores CD34" de SC, na presencga de BrdU, que foi
adicionado ao meio de cultura. Posteriormente, os esferdides foram
dissociados e o percentual de células CD34"BrdU" foi verificado por citometria
de fluxo. Resultado preliminar mostrou que os esferdides mistos mantiveram,
em média, o dobro das células CD34" em estado quiescente em relagdo aos
esferdides simples, 14% e 7,9% em 48h, respectivamente. Apds 7 dias esta
proporcdo se manteve, porém com valores inferiores, 2,4% e 1,2% (Fig.20).
Curiosamente, a mesma diferenca foi observada nas células CD34" do
sobrenadante das co-culturas, ou seja, 45% ou 26% de células CD34"BrDU
estavam presentes no sobrenadante de esferdides mistos ou simples,
respectivamente, apds 48h de co-cultura. Da mesma forma que nos esferdides,
apés 7 dias estes valores cairam para 10 e 5%, (Fig.20).

Em conjunto, os resultados sugerem que os esferbides mistos

mimetizam o nicho subendosteal de CTH, determinando sua localizacédo
preferencial na vizinhanca de pré-osteoblastos e induzindo quiescéncia.
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Figura 20. Andlise comparativa da proliferacdo de células CD34" de SC em co-cultura
com esferdides mistos ou simples apés 2 ou 7 dias. (A) Expressdao de CD34 nas
células hematopoéticas do sobrenadante apds 2 dias de co-cultura. (B) Histograma
mostrando a incorporagédo de BrDU em células CD34" (R2) co-cultivadas por 2 dias
com esferbides mistos (linha vermelha) ou simples de células mesenquimais nao
induzidas (linha azul). O pico de célula negativas para BrDU esta assinalado (M1)
assim como os percentuais de células CD34'BrDU™ no sobrenadante de esferéides
mistos (vermelho) ou simples (azul). A linha preta pontilhada corresponde ao controle
isotipo. Percentual de células CD34*BrdU" no interior (C) ou no sobrenadante (D) de
esferdides mistos (barras vermelhas) ou simples (barras azuis) ap6s 2 ou 7 dias.

4. 8. Analise comparativa da expressao de mRNA para fatores descritos
no nicho subendosteal por RT-PCR em sistema tridimensional e
bidimensional.

Uma vez que os esferdides mistos foram capazes de induzir localizacéo
especifica e quiescéncia nas células CD34" de SC, a expressado de fatores

envolvidos na organizagao do nicho subendosteal foi investigada por RT-PCR
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em MSC induzidas ou ndo para a linhagem osteogénica e mantidas em cultura
convencional (2D) ou de esferéide (3D).

Os ensaios de RT-PCR com ambas as populacdes celulares em cultura
tridimensional ou bidimensional indicam que hd uma expressao diferencial de
SDF-1a entre as duas populacdes que é dependente do modelo de cultura.
Ambas as populacgdes, independentemente do modelo de cultura, expressaram
MRNA para cbfa-1, SCF, Delta-1, Wnt5a, DKK, Ang-1, Jagged-1 e
osteopontina (OP) (Fig. 21). No entanto, analises por densitometria mostraram

uma expressao de SDF-1a 40% maior nas MSC nao induzidas mantidas em

sistema 3D.
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Figura 21. Andlise por RT-PCR da expressao de genes em MSC de MO induzidas ou
nao para a linhagem osteogénica e mantidas em monocamada ou em 3D. (A) Gel de
agarose para Cbfa-1, SCF, Delta-1, Wnt5a, DKK, Ang-1, Jagged-1 e OP. (B) Gel de
agarose de RT-PCR semi-quantitativa para SDF1a. (C) Analise quantitativa por
densitometria do gel de agarose para SDF1a.
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5. Discussao
No adulto, as HSC circulam em condigdes fisiol6gicas, migrando da MO

para o sangue periférico e retornando para sitios especificos ou nichos, na
regidao subendosteal (Nilsson et al., 2001; Wright et al., 2001). A literatura
recente tem investigado os mecanismos de migracdo das HSC e a importancia
destes nichos especificos, que sao responsaveis pelo controle do pool de HSC.
Compreender estes fendmenos é fundamental, mas depende ndo s6 de uma
descricao detalhada do microambiente para onde as HSC migram e onde se
auto-renovam, diferenciam e entram em apoptose, mas também do papel de
cada componente do nicho nestes processos. Ensaios utilizando
camundongos imunodeficientes ou geneticamente modificados, bem como
modelos in vitro, tém contribuido enormemente para a caracterizagdao do nicho
de HSC (Adams et al., 2006; Nilsson et al., 2006; Suda et al., 2005; Taichman,
2005; Wilson e Trumpp, 2006). No entanto, modelos in vivo sdo extremamente
complexos, além de poderem ocultar detalhes espécie-especificos. Por outro
lado, modelos in vitro bidimensionais n&o reproduzem as sutilizas da

organizacao tridimensional que as células estabelecem in vivo (Abbot, 2003).

Para investigar a migracdo de HSC humanas num microambiente
tridimensional formado por células estromais de MO humanas, foram
desenvolvidas culturas 3D do tipo esferdide de MSC isoladas de MO humana.
As MSC de MO cultivadas como esferdides se reorganizaram espacialmente,
se dispondo umas sobre as outras (Fig. 8B-D) e mantendo um estado
quiescente (Fig.10B-C). A morfologia destas células se assemelhou a das
células reticulares na MO, com nucleo irregular, vacuolos citoplasmaticos e
emissdo de projecdes de membrana que formaram uma rede tridimensional
pela qual progenitores hematopoéticos poderiam migrar (Fig.8G e 14H). Além
disso, as MSC estavam ativas, apresentando inumeras mitocéndrias e reticulo
endoplasmatico distendido repleto de material granular, também observado no
intersticio (Fig 8H). Embora a vacuolizagdo citoplasmatica ndo tenha sido
descrita em células reticulares da MO, o nucleo irregular e a emissao de longos

e inumeros prolongamentos citoplasmaticos sdo bastante interessantes, pois
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se correlacionam com a descricao morfoldgica das células reticulares in vivo
(Weiss,1984).

A natureza dos vacuolos citoplasmaticos nao foi determinada e diversas
técnicas histoldgicas estao sendo realizadas para verificar o seu conteudo, mas
eles se mostraram negativos para polissacarideos e lipideos (dados nao
mostrados). A presenca destes vacuolos nas células da regido mais central dos
esferdides nao parece ser um evento raro e vacuolos semelhantes foram
também nitidamente observados em células mesenquimais de embrido de pinto
cultivadas em 3D (Armstrong e Armstrong, 2003). Uma vez que a inducao de
um centro necrético, decorrente da menor difusdo de nutrientes e oxigenacao,
tem sido descrita geralmente em esferdides acima de 500um de diametro, o
que é uma das desvantagens deste tipo de cultura (Kunz-Shughart, 1999), a
hipétese de que estes vacuolos estivessem associados a morte celular por
autofagia (revisado em Edinger e Thompson, 2004; Shintani e Klionsky et al.,
2004) foi aventada. No entanto, em nosso modelo, a morte celular ndo parece
ter sido um evento importante, pois raras células em apoptose foram
observadas nas preparacdes histolégicas e ultraestruturais. Condizente com
isto, a maioria dos vacuolos citoplasmaticos foi observada em células que
apresentavam mitocéndrias integras. Além disso, a viabilidade celular pelo
método de exclusdo com azul de tripan, apds dissociacdo dos esferodides, foi
sempre acima de 95% (dados ndo mostrados). Para completar, a correlacéo
entre o numero inicial de células e o didametro dos esferdides, que se manteve
constante por até 10 dias (Fig. 10A), reforca a idéia de que, neste periodo de

cultura, a morte celular nao é um fendmeno relevante neste modelo.

As MSC nos esferbides apresentaram uma intensa reorganizacao do
citoesqueleto, com formacao de uma malha de filamentos de actina ao invés de
fibras de estresse como observado em monocamadas (Fig 9E-F). A formacgéao
de fibras de estresse e adeséo focal é freqientemente relatada em fibroblastos
cultivados em monocamada (Alberts et al., 2002), mas algumas duvidas em

relacdo a sua ocorréncia in vivo tém sido levantadas. Em culturas 3D de
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fibroblasto, assim como in vivo, foi descrito que, em vez da presenca de
adesdes focais, ha ocorréncia de uma nova forma de adesao, denominada 3D-
matrix adhesion, composta de a5B1 integrina associada a paxilina, mas sem
posterior fosforilacdo de FAK (Cukierman et al., 2001). Esta reorganizacao do
citoesqueleto é um fator relevante devido a importancia deste na ativacdo de
vias de sinalizagdo, podendo, portanto, interferir na modulagdo do padrao de
comportamento das MSC, como claramente demonstrado pelo grupo do Dr.
Chistopher Chen, que observou modificacdo das vias de diferenciacdo de MSC

de MO em decorréncia de tensao do citoesqueleto (McBeath et al., 2004).

As MSC de MO humana mantidas, tanto em monocamada quanto em
cultura 3D, apresentaram fenétipo de miofibroblastos, ou seja, expressavam o-
actina de musculo liso (Remy-Martin et al.,1999). Isto é interessante, pois 0
grupo liderado pela Dra. Kunz-Schughart observou que fibroblastos
peritumorais € normais, quando em monocamada, expressam o-actina de
musculo liso e formam fibras de estresse, mas, quando cultivados em
esferdide, tornam-se negativos para a-actina de musculo liso. A co-cultura de
fibroblastos peritumorais com linhagens de células de carcinoma de mama, na
forma de esferdide, induz a re-expressao de a-actina de musculo liso, de forma
semelhante ao observado in vivo (Kunz-Schughart et al., 2001). Este trabalho
sugere que a diferenciacdo para miofibroblasto pode ser modulada pelo contato
célula-célula e pelo tipo de cultura. Células de estroma de MO tendem a
apresentar, in vitro, o fenétipo de miofibroblasto e caracteristicas de células de
parede de vaso (Dennis e Charbord, 2002) enquanto, in vivo, as células que
expressam o-actina de musculo liso sdo restritas as regides perivasculares e
préximo ao enddsteo (Bianco et al.,, 2001). Em nosso modelo, houve
modificagcdo na organizacao dos filamentos de a-actina de musculo liso, mas as
células mantiveram sua expressdo, sugerindo que esta expressao é

constitutiva.

Células cultivadas tridimensionalmente apresentam um comportamento
que se aproxima do seu comportamento in vivo (Weaver et al., 1997; Wolf et
al., 2003a) e um dos aspectos que pode ser ressaltado é o controle do ciclo
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celular. Acredita-se que no organismo adulto, as MSC da MO sejam
quiescentes, proliferando somente em casos de resposta a lesdo (Bianco e
Robey, 2000). Este estado de quiescéncia in vivo, em condi¢des fisiolégicas,
pode se dever a contatos célula-célula e célula-matriz extracelular que se
estabelecem num contexto tridimensional. Em monocamada, estas células se
apresentam altamente proliferativas no inicio e somente quando as culturas
entram em confluéncia ha diminuicio da proliferagdo, mas nao
necessariamente as células entram em quiescéncia (Gregory et al., 2005).
Verificou-se que o cultivo em condicéo tridimensional, permitiu que as células
resgatassem o estado quiescente (Fig. 10) como proposto in vivo, em situacdes

fisioldgicas.

Assim, foi possivel desenvolver um microtecido formado por MSC de MO
humana, que se dispuseram num continuum tridimensional, mimetizando a
organizacao das células reticulares in vivo. No entanto, o0 microambiente da MO
€ complexo e diferentes nichos estdo presentes na cavidade medular,
ressaltando-se o nicho subendosteal para onde migram preferencialmente as
HSC (Adams et al., 2006; Nilsson et al., 2001). Neste nicho, osteoblastos tém
um papel fundamental no controle do pool de HSC (Calvi et al., 2003; Zhang et
al., 2003). Com o intuito de estabelecer esferbides multicelulares mais
complexos, formados por pré-osteoblastos co-cultivados com MSC néao
induzidas (esferéide misto), de tal forma que mimetizasse a regido
subendosteal de uma trabécula 6ssea, foram desenvolvidos diferentes métodos
de cultivo. Inicialmente, foi utilizado o tempo de indugdo para a linhagem
osteogénica de apenas uma semana, uma vez que existem evidéncias de que
osteoblastos imaturos, mas ndo os terminalmente diferenciados, sdo capazes
de sustentar a osteoclastogénese in vitro (Atkins et al., 2003) e in vivo (Corral
et al., 1998). Além disto, foi demonstrado que MSC de MO humana cultivadas
por mais de duas semanas na presenca de meio osteoindutor, perdem sua
capacidade de sustentar a hematopoese in vitro e, embora sejam capazes de
formar um ossiculo ectdpico quando injetadas com molde de HA/TCP no
subcutaneo, nao formam cavidade medular (Miura et al.,, 2006).
Posteriormente, diferentes métodos de formagao de esferéides complexos
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(Kunz-Shugart et al., 1998 e 1999), por cultivo simultaneo das duas populacdes
celulares, por fusdo de dois esferbides individuais previamente formados por
cada uma das duas populacdes (dado ndao mostrado) e, finalmente, por cultura
sucessiva de MSC nao induzidas sobre esferdides previamente formados por
MSC induzidas por uma semana para a linhagem osteogénica (pré-osteoblstos)
foram testados. Através de marcacao prévia dos pré-osteoblastos com CM-Dil,
foi possivel identificar as diferentes populacées e observou-se que somente
pelo método de cultivo sucessivo houve segregacao das duas populagcdes. Os
pré-osteoblastos formaram um esferéide central, enquanto as MSC néao
induzidas localizaram-se na periferia destes (Fig.14G). Esta organizacdo se

manteve por pelo menos quatro dias de cultura (gradiente celular).

Desde que na MO a distribuicdo de moléculas da matriz extracelular é
bastante peculiar, sua deposicédo foi investigada neste modelo tridimensional
complexo. In vivo, colageno |, sintetizado por osteoblastos e pré-osteoblastos,
€ observado nas trabéculas ésseas, enquanto fibronectina é amplamente
distribuida e forma uma delicada rede tridimensional na cavidade medular.
Colageno IV e laminina apresentam localizagdo mais limitada. Colageno IV é
observado tanto na cavidade medular, quanto na regido endosteal, onde
apresentou um padrao de distribuicao descontinua, mas laminina é observada
exclusivamente nas regidoes perivascular e peridstea (Nilsson et al., 1998). O
padrdao de expressdao destas moléculas de matriz nos esferdides mistos foi
comparavel ao descrito in vivo. Colageno IV e fibronectina foram igualmente
expressas nas duas populagdes, induzida e ndo induzida, porém enquanto a
deposicao de colageno IV era escassa e descontinua, uma grande quantidade
de fibronectina, formando uma rede tridimensional, foi observada
principalmente na regido de MSC nao induzidas (Fig. 16). A presenca de
laminina em ambas as regides difere do observado in vivo, mas pode ser
atribuida a origem perivascular e estabelecimento de fenétipo de célula de
parede de vaso in vitro (Dennis e Charbord, 2002) e esta de acordo com a
observacao de que nos esferéides as MSC mantém a expressao de a-actina de
musculo liso. Quanto ao colageno |, uma grande secrecdo no interior do

esferdide, na regiao correspondente aos pré-osteoblastos, e ndo na camada de
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células nao induzidas, foi observada (Fig. 15). A secrecao de colageno | restrita
a regiao de MSC induzidas comprova a diferenciacdo destas para a linhagem
osteogénica e indica que o tempo de cultivo com meio osteoindutor foi
suficiente para induzir um fenétipo de pré-osteoblasto.

Desta forma, houve o estabelecimento de dois modelos, um composto
unicamente por MSC de medula e outro com um centro formado por pré-
osteoblastos revestido por MSC de MO. Esses modelos poderiam ser
representativos de duas etapas distintas da migracdo das HSC na MO, a
migracao transmedular (modelo simples) e a ancoragem em sitios especificos,

o nicho subendosteal (modelo complexo).

A migracdao de progenitores hematopoéticos para a MO é um evento
complexo que ocorre em etapas e envolve diversas moléculas de adeséo e
quimiocinas. (Nilsson et al., 2001; Papayannopoulou et al., 1993 e 2001;
Potocnik et al., 2000; Sanz-Rodriguez et al., 2001; Teixido et al., 1992). Como
falado anteriormente, a fase inicial, de interagdo com o endotélio e migracao
trans-endotelial é seguida de migracdo por entre as células do estroma
medular. Esta fase de migracdo transmedular é menos compreendida em
funcéo de limitacdes técnicas (Nilsson et al., 2006). Uma vez que as MSC de
MO emitiram, nos esferdides, prolongamentos formando uma rede
tridimensional a semelhanca do observado na cavidade medular, a capacidade
de progenitores hematopoéticos de migrar por entre esses prolongamentos foi
avaliada através de citometria de fluxo, microscopia Optica confocal e

eletrénica.

Verificou-se, inicialmente, que células CD34" isoladas de SC foram
capazes de migrar para o interior dos esferdides formados exclusivamente por
MSC néo induzidas, onde se distribuiram de forma homogénea ao longo de
todo o esferdide (Fig. 13). A cinética de migragdo mostrou que ela era mais
rapida no inicio da cultura, tornado-se mais lenta, até estabelecer um platé em
24h (Fig. 12A-B). Isto contrasta com os resultados obtidos por Bug e

colaboradores, onde as células CD34" de SC migraram continuamente por até
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48h em esferdides de células de estroma de MO murina (Bug et al., 2002). Até
o0 momento ndo esta claro que fatores estariam envolvidos nesta diferenca, no
entanto € possivel que caracteristicas espécie-especificas das interagdes
celulares sejam responsaveis por isso, ressaltando a importancia de
desenvolver modelos experimentais que utilizem células da mesma espécie
animal. Curiosamente, no entanto, a taxa de migracdo das HSC in vivo
(Askenasy et al., 2002; Askenasy e Farkas, 2003) e in vitro, quando o estroma
foi mantido em monocamada (Frimberger et al., 2001), é inicialmente elevada,
reduzindo-se apds 24h. Porém, ndo se verificou a ocorréncia de um platd na
migracdo em monocamada, pois, ao contrario do observado no sistema de
esferéide, onde somente em torno de 15% das células CD34" foi capaz de
migrar no periodo de 48h, na monocamada, cerca de 70% das células haviam
migrado em 24h (Frimberger et al., 2001). As caracteristicas fenotipicas e as
propriedades bioldégicas da populacdo capaz de migrar rapidamente nos
esferdides devem ser investigadas, pois, Frimberger e colaboradores também
verificaram que as células que migravam mais rapidamente por entre a
monocamada apresentavam maior eficiéncia de enxerto pés-transplante
(Frimberger et al., 2001).

Ensaios preliminares de inibicdo de migracdo com toxina pertussis
demonstraram, assim como observado por Bug e seus colaboradores em seu
sistema (Bug et al., 2002), que a migragcao é parcialmente dependente da via
de proteina Gi, chegando a 50% de bloqueio (Fig. 12C), sugerindo desta forma
gue esta migracao pode estar sendo mediada por CXCR4, receptor de SDF-1a

acoplado a proteina Gi (Papayannopoulou et al., 2003).

Uma vez que fatores produzidos pelos pré-osteoblastos no interior dos
esferdides mistos poderiam modificar o padrdo de migracdo das HSC (Adams
et al., 2006), a cinética de migragdo de células CD34" de SC em esferdides
mistos foi investigada e comparada com a migracao em esferdides simples de
MSC né&o induzidas ou induzidas. Verificou-se que, nos esferdides mistos, as
células CD34" reproduziram uma cinética de migracdo similar a observada nos

esferdides de MSC nao induzidas, inclusive com platd em 24h em torno de
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15% (Fig 17A). No entanto, a migracao nos esferdides formados somente por
MSC induzidas para a linhagem osteogénica foi mais acentuada e continua,

nao se verificando a ocorréncia de platé (Fig. 17B).

Uma andlise da dinamica das células CD34" mostrou que o platdé de
migracdo se estabelece, na realidade, por um equilibrio dindmico entre as
células que entram e aquelas que saem continuamente do esferéide. Em
média, 11,2% das células progenitoras marcadas com CM-Dil sairam do
esferdide entre 24h e 48h, sendo que 10,8% das células marcadas com CFSE
entraram no mesmo periodo de tempo (Fig.19F). A circulagcdo das HSC é um
fendbmeno descrito in vivo como um processo fisiologico continuo. Em
individuos normais, um trafego fisiolégico de células entre a MO e o sangue
periférico, que parece contribuir para a hematopoese fisiologica, possivelmente
preenchendo e repopulando nichos vazios ou lesados, foi descrito, porém o
mecanismo envolvido neste processo néo foi esclarecido (Wright et al., 2001;
Katayama et al., 2006).

Na MO, o nicho subendosteal é dinamico, uma vez que a remodelagem
de trabéculas ésseas, resultado de reabsorcao por osteoclastos e produgéo de
novo tecido ostedide, com posterior mineralizacao, por osteoblastos ativados, é
um fendmeno que ocorre, com maior ou menor intensidade, durante toda a vida
(Corral et al., 1998) e, uma vez que a atividade de osteoclastos modifica a
migracdo das HSC no seu nicho (Purton e Scadden, 2006), isto poderia ser a
razao da circulagao continua destas. No entanto, no modelo de esferdide misto,
nao s6 osteoclastos ndo estdo presentes como ndo se observou mineralizacao
do tecido ostedide produzido pelos pré-osteoblastos e, portanto, ndo é de se
supor que uma remodelagem do centro do esferdide seja responsavel pela
recirculacdo das células CD34". Além disto, o fendbmeno ndo s6 ocorreu num
periodo muito curto, que ndao é compativel com a remodelagem Ossea de
individuos adultos (Corral et al., 1998), como o perfil de migracdo das células
CD34" nos esferodides simples de MSC nao induzidas (Fig. 12A) faz supor que

também tenha ocorrido neste caso.
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Por outro lado, a observacao de que, apos transplante, as HSC formam
rapidamente adesdes na cavidade medular, mas apresentam grande motilidade
(Askenasy et al., 2002; Askenasy e Farkas, 2003), com diminuicdo do seu
namero apos 24h, levou a hipétese de que, nao se devendo a proliferacao ou a
remodelagem do nicho subendosteal, esta reducdo numérica s6 poderia ser
atribuida a uma rapida mobilizacdo das HSC, como consequéncia de uma
incapacidade de estabelecer adesdes firmes ao estroma medular (Askenasy e
Farkas, 2003). De fato, a saida das células CD34" dos esferoides formados por
MSC induzidas para a linhagem osteogénica, que séo ricos em colageno I, ao
qual as células CD34" aderem (Adams et al., 2006), foi menor no periodo entre
24 e 48h (Fig. 19E), sugerindo que adesbes firmes sdo necessarias para a
manutencao das HSC nos esferbides e provavelmente também na MO. Assim,
a auséncia de platd estaria relacionada a uma menor circulacdo das células

CD34" nestes esferoides.

Como a circulacao das células CD34" nos esferéides mistos ocorreu em
escala maior do que a observada em esferéides de MSC induzidas e,
aparentemente, também foi marcante em esferdides de MSC nao induzidas,
pode-se supor que a interacdo entre estas e as HSC, que constitui a etapa de
migracao transmedular, é crucial e seleciona as HSC que serdo capazes de
atingir a regido subendosteal, onde irdo estabelecer adesdes estaveis que as
ancoram. Os resultados obtidos sugerem que, na MO, uma parte da populagéao
de HSC néao conclui a migracao transmedular, sendo mobilizada e retornando
para a circulacdo. Somente aquelas que sao capazes de migrar até a regiao
subendosteal, onde irdo estabelecer adesdes firmes serdo retidas. E relevante
investigar que mecanismos, intrinsecos das HSC ou das MSC, sé&o
responsaveis por esta propriedade. Como dito antes, verificou-se que a
populacdo de HSC murinas que mais rapidamente aderiu a monocamada de
células de estroma de MO murina apresentou maior eficiéncia de enxerto pos-
transplante (Frimberger et al., 2001). Além disto, mais recentemente, foi
descrito que uma populagdo de HSC humana com maior capacidade de auto-

renovacao apresentou maior taxa de adesdo a MSC de MO humana,
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provavelmente em consequéncia de maior expressao de moléculas de adesao,

como caderina 11, conexina 43, VCAM-1 e B1-integrinas (Wagner et al., 2007).

Por fim, a comparacédo de progenitores de diferentes fontes quanto a
capacidade de migragdo, mostrou que as células CD34" de SC migram de
forma mais eficiente do que células CD34" isoladas de aspirados de MO (Fig.
17C), resultado que esta de acordo com descricdes na literatura quanto a
eficiéncia de “pega” de transplante de HSC em camundongos NOD/SCID
(Bonig et al, 2006). Portanto, o modelo de migracao em esferdide reproduziu, in
vitro, as diferencas observadas in vivo, sugerindo que possa ser utilizado para
investigar os mecanismos e fatores envolvidos neste fen6meno. Entre as
hip6teses propostas para explicar estas diferencas funcionais, recentemente,
verificou-se que CXCR4, que faz parte dos receptores do tipo serpentina
associados a proteina G, pode ser incorporado em microdominios de
membrana enriquecidos em gangliosidios (GEMSs) ou rafts lipidicos, o que, em
células-tronco hematopoéticas, potencializa a migragdo para a medula 6ssea.
Esta associacdo de CXCR4 em microdominios de membrana pode ser
estimulada por microvesiculas ou produtos de plagueta, presentes na
leucaférese (Wysoczynski et al., 2005). Assim, este modelo se mostra
interessante no estudo dos mecanismos moleculares que regem a migracao e

circulacéo de HSC.

As analises morfolégicas dos esferdides mistos co-cultivados por 72h
com as células CD34" de SC, mostraram que, inicialmente, estas células se
localizam preferencialmente na camada de MSC néo induzidas que reveste o
esferoide de pré-osteoblastos, mas em 72h foi possivel observar células CD34"
alinhadas em volta do centro induzido, porém sem jamais penetra-lo (Fig. 18).
Esta distribuicdo das células CD34" nos esferéides mistos contrastou com o
observado em esferdides simples de MSC nao induzidas, onde apds 48h de
co-cultura, células hematopoéticas eram observadas, de forma aleatéria, por
todo o esferdide, inclusive no seu centro (Fig. 13A). Em um dos experimentos,
em especial, foi possivel observar um grande numero de células aderidas ao

esferdide central de pré-osteoblastos que claramente apresentou uma rica
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matriz extracelular ndo mineralizada (Fig. 18D). Este fenbmeno ndo parece se
dever a uma incapacidade das células progenitoras de migrar em um esferdide
induzido, mais compacto devido ao depdsito de colageno I, pois, em co-cultura
com estes esferbides induzidos, observou-se que elas foram capazes de
invadi-lo com enorme eficiéncia (Fig. 17B), se distribuindo aleatoriamente por
todo o esferdide (dado ndo mostrado). Portanto, os esferbides mistos
permitiram a formacdo de um gradiente que mimetizou o nicho subendosteal,
induzindo, como descrito (Nilsson et al., 2001), uma migragao e localizacao
especifica das células CD34" na vizinhangca do centro formado por pré-
osteoblastos. Deve ser ressaltado que raras células hematopoéticas interagiam
fisicamente com as MSC induzidas para a linhagem osteogénica. No entanto,
as analises morfolégicas de MO de camundongos NOD/SCID transplantados
com MSC de MO e HSC de SC humanos mostraram uma co-localizagéao
destas células na regidao subendosteal, com a maioria das HSC localizando-se
predominantemente nas proximidades das trabéculas 6sseas e ndo em contato
direto com as bone lining cells (Muguruma et al., 2006) como havia sido

demonstrado em modelo murino (Zhang et al., 2003).

Esta regéncia, que tende a formar uma localizacdo preferencial na
camada nao induzida, mas na vizinhanca do esferbide de pré-osteoblastos,
pode ser explicada através de gradientes quimiotaticos, que provocariam uma
organizacao especifica. Através de analises preliminares por RT-PCR verificou-
se que a principal populagao celular produtora de SDF-10/CXCL12 seria a de
MSC nao induzidas (Fig. 21B-C) e nao os osteoblastos e pré-osteoblastos
como comumente descrito na literatura (Li et al., 2005; Jung et al., 2006; Neiva
et al., 2005; Ponomaryov et al., 2000; Taichman et al, 2005). Esta maior
expressao de SDF-1a na regido de MSC nao induzidas poderia gerar um
gradiente desta quimiocina, que, junto com outros fatores predominantes na
regido de pré-osteoblastos, como Ca*® colageno | (Adams et al., 2006) e
osteopontina (Nilsson et al., 2005), resultaria na fixagdo das HSC na area
limitrofe entre as duas populacdes celulares. Deve ser ressaltado que, embora
nao seja possivel descartar diferencas quantitativas na concentracdo de ions
Ca2" ou na expressdo de mRNA de osteopontina, esta foi homogeneamente
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distribuida nos esferdides mistos (Fig. 21A) e néo foi observada mineralizagao
da matriz dos esferdides de pré-osteoblastos (dado ndo mostrado).

Os resultados de um trabalho recentemente publicado, utilizando
camundongos ou transgénicos com gene de SDF-1a acoplado a GFP ou
nocautes para CXCR4, reforcam a hip6tese de que um gradiente de SDF-1a
seja importante na organizacdo do microambiente medular. Foi demonstrado
que as células fortemente positivas para SDF-10/GFP eram as células
reticulares (e nao osteoblastos) que localizavam-se ao redor das células
endoteliais dos sinuséides e préximo ao endodsteo. Estes achados foram
confirmados pela expressao dissociada de GFP e osteocalcina, ou seja, raras
células osteocalcina’SDF-1a foram observadas. Além disto, a expressdo de
SDF-10/GFP nestas raras células era de baixa intensidade, contrastando com
a grande intensidade observada nas células reticulares perivasculares e
subendosteais (Sugiyama et al., 2006), concordando desta forma com os
nossos resultados. Neste trabalho, os autores levantaram a hip6tese de que a
interacdo de SDF-1ac e seu receptor CXCR4 seria modulador do
microambiente, pois observaram nos nocautes para CXCR4 um grande
aumento na proliferacdo de progenitores hematopoéticos mais diferenciados
que foi acompanhado de uma diminuicio no numero de HSC, com
consequente perda da capacidade de reconstituir a hematopoese de
camundongos letalmente irradiados, sugerindo que o controle do pool de HSC
seja dependente de sinalizagdo de SDF-1ac e CXCR4 (Sugiyama et al., 2006).
Porém, é possivel que o rompimento deste eixo acarrete principalmente um
deslocamento das HSC que ficariam impossibilitadas de alcancar seu nicho de

quiescéncia, o que levaria a sua expansao e esgotamento.

Apesar das células CD34" se localizarem na camada ndo induzida com
poucas células interagindo fisicamente com os esferdides induzidos, elas de
fato sdo moduladas por ele. Em ensaio funcional de manutengdo de
quiescéncia, foi observado que esferbides mistos mantém 50% mais células
CD34" de SC no estado quiescente em relagcdo aos esferéides simples de
células nao induzidas, em dois e 7 dias (Fig. 20C), mostrando assim um
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importante papel dos osteoblastos na constru¢cdo do nicho de quiescéncia, em
acordo com o demonstrado anteriormente (Zhang et al., 2003) e reforcando a

hipétese de que o modelo de esferdide misto mimetiza o nicho subendosteal.

Curiosamente, a mesma diferenca percentual de HSC quiescentes foi
observada comparando-se 0s sobrenadantes dos esferéides mistos com os
simples de MSC (Fig. 20D). De fato, as HSC circulantes, encontradas no
sangue periférico, estdo quiescentes (Roberts et al., 1995; Ushida et al., 1997)
e a entrada dessas células na medula depende do momento do ciclo, tendo
sido demonstrado que o enxerto de quimeras de NOD/SCID é maximo quando
as HSC se encontram em Go/G; (Gothod et al., 1998). Acredita-se que isto
decorra de diferencas na expressao de moléculas de adesao e na capacidade
de migrar em substrato de matriz extracelular. Foi demonstrado que HSC
quiescentes apresentam uma maior eficiéncia de migragdo in vitro
comparativamente as células em ciclo (Giet et al., 2002; Huygen et al., 2002).
Portanto, é possivel que o maior percentual de células quiescentes no
sobrenadante dos esferdides se deva a migracao continua principalmente das
células em Go/Gy. Ou seja, a proporcao de células quiescentes na populacao
dindmica € maior, mas refletiria o total de células quiescentes presentes no
esferdide, maior no caso dos mistos em funcdo da presenca de pré-
osteoblastos.

Os resultados sugerem que o nicho subendosteal de HSC depende,
minimamente, de duas populagdes celulares, MSC e pré-osteoblastos (bone
lining cells), que se encontram fisicamente préximas, mas organizadas
espacialmente de tal forma que uma é&rea limitrofe entre ambas se estabelece.
O papel de cada uma destas duas populacées no nicho ainda deve ser
investigado, mas suspeita-se que a populacdo de MSC tenha papel relevante
na migracao dos progenitores hematopoéticos, enquanto osteoblastos, ou pré-

osteoblastos, controlariam a quiescéncia.

Algumas evidéncias de que MSC sao importantes mediadores da
migracao de HSC podem ser encontradas na literatura. Durante o periodo de
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hematopoese embrionaria, quando ocorrem diversas mudancas de sitio/6rgao
hematopoético, foi demonstrado que antecedendo cada mudanca havia o
aparecimento de MSC no futuro sitio/6rgado hematopoético (Van den Heuvel et
al., 1987; Mendes et al., 2005;). Além disso, experimentos de transplantes em
camundongos imunodeficientes em que MSC foram administradas
simultaneamente as HSC, demonstraram um aumento na recuperacao de
hematopoese, ou seja, na “pega” do enxerto (Noort et al., 2002). O mesmo foi
observado em pacientes com neoplasia hematolégica que realizaram
transplantes autdlogos de HSC com administragdo simultdnea de MSC
expandida (Lazarus et al., 2005). Finalmente, em 2006, Muruguma e
colaboradores, num elegante trabalho, realizaram, pela primeira vez, o
transplante, através de injecdes intradsseas, de MSC de MO humana para o
interior da cavidade medular de camundongos imunodeficientes, antes da
infusdo de células CD34" de SC humano, e observaram que estas enxertavam
preferencialmente a tibia que havia recebido as MSC humanas em detrimento
da tibia contra-lateral que ndo havia recebido estas células. Este trabalho
demonstra desta forma nao s6 que a interagdo entre HSC e MSC possui
caracteristicas espécie-especificas, como também que as MSC sao essenciais
na regéncia da migracdo de HSC humanas.

O papel de osteoblastos no controle de quiescéncia de HSC tem sido
mais amplamente explorado. Diversos fatores expressos por essas células, que
envolvem mecanismos de adeséo, via N-caderina (Zhang et al., 2003), Notch-1
(Calvi et al., 2003), osteopontina (Nilsson et al., 2005) e Ang-1 (Arai et al.,
2004), tém sido propostos como moduladores da quiescéncia das HSC.
Segundo Nilsson e colaboradores (Nilsson et al., 2005), osteopontina estaria
envolvida tanto na manutencdo de quiescéncia, quanto na migragao
transmedular, uma vez que camundongos nocautes condicionais para OP
perdem a localizagdo subendosteal das HSC. Porém, este efeito pode ser
devido ao papel da OP na ancoragem, via B1-integrinas, das HSC aos
osteoblastos e/ou a matriz por elas produzidas, pois, apesar de nao se
observar uma localizagdo subendosteal, as HSC sdo capazes de entrar na

medula, logo migram. Além disso, a OP é secretada preferencialmente por
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osteoblastos e se liga a matriz extracelular, ndo se difundindo pela medula
(Haylock e Nilsson,2006), o que torna improvavel que ela forme um gradiente
quimiotatico. Outro indicio de que seu efeito é mais provavelmente produto da
ancoragem, é o fato de que a interacdo de Ang-1com seu receptor Tie-2,
aumenta os niveis de expressao de B1-integrina e N-caderina (Arboleda et al.,
2003). Novamente, a ligacao de Tie-2, expresso em HSC, com Ang-1,
produzida por osteoblastos, parece regular a adesao das HSC na regido
subendosteal e sua quiescéncia (Arai et al., 2004).

Ao contrario do observado na MO de camundongos, a andlise por RT-
PCR da expressao de OP nas populagdées de MSC, induzidas ou ndo, mostrou
uma expressao significativa de mRNA para esta molécula, independentemente
da forma de cultivo (Fig. 21A). Posteriormente, através de imunofluorescéncia
foi observada nos esferéides mistos a presenca da proteina em ambas as
regibes de MSC, induzidas e nao induzidas (Fig. 16E). Como comentado
anteriormente, nao foi possivel determinar se haviam diferengcas quantitativas
na expressao e sintese desta molécula, mas notou-se, por vezes, a presencga
de focos de OP depositados na interface das duas populagdes de MSC (Fig
16F). Possivelmente, sdo estas subregides que apresentam os diferentes
sinais necessarios para o controle da quiescéncia das HSC. Portanto, este
modelo seria util para investigar se as HSC quiescentes localizam-se
preferencialmente nestas regioes e se ha co-expressao de Ang-1 e N-caderina.

As adesodes celulares mediadas por caderinas parecem ser importantes
no nicho de células-tronco. Verificou-se que as HSC quiescentes e localizadas
no nicho subendosteal expressam N-caderina (Zhang et al., 2003). As adesdes
celulares mediadas por caderinas envolvem B-catenina que forma complexos
com a porcao citoplasmatica das moléculas de caderina. Por sua vez, [-
catenina € a principal mediadora da via candnica de Wnt, que parece promover
proliferacdo e auto-renovacdo das HSC (Duncan et al., 2005; Reya et al.,
2003). Assim, o mecanismo de adesdo mediado por caderinas poderia
sequestrar B-catenina e, consequentemente, inibir a via de Wnt, bloqueando a

proliferacdo, ou seja, mantendo a quiescéncia. Existem evidéncias em outros
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sistemas que o aumento da expressdo de caderina inibe a via de Wnt. Por
exemplo, a transfecgcdo de células da crista neural com N-caderina inibe sua
transformacao epitélio-mesenquimal e migracao, por inibicado da via de Wnt
(Shoval et al., 2007). Assim, é possivel que no nicho subendosteal a interacédo
das HSC, via Ang-1/Tie-2, ao induzir um aumento da expressao de P1-
integrinas e N-caderina, promova ancoragem das HSC ao nicho, por ligacao
com as células e proteinas da matriz (especialmente, OP e colageno I) e

inibicdo da via de Wnt por sequestro de 3-catenina.

Verificou-se, por RT-PCR que tanto as MSC induzidas quanto as nao
induzidas expressam Wnt-5a e Ang-1, além de outros fatores que tém sido
descritos nos nichos de células-tronco, como Notch, que controla as divisbes
assimétricas de células-tronco neurais (Fuchs et al., 2004) e SCF (Driessen et
al., 2003; Bonig et al., 2006) (Fig. 21A). No entanto, somente uma analise
quantitativa, por RT-PCR em tempo real, poderia determinar se existem

diferencas nos niveis de expressao numa populacdo em relacéo a outra.

Como ja citado, alguns grupos, recentemente, vém apresentando um
outro ponto de vista, um aspecto metabdlico, quanto ao nicho subendosteal. A
regidao subendosteal seria um nicho hipdxico, no qual residem as HSC, em
geral quiescentes (baixa atividade metabdlica), enquanto, as regides mais
centrais da medula, nicho vascular, seriam ricas em oxigénio e apresentariam
progenitores hematopoéticos altamente proliferativos (Suda et al, 2005). A
hipoxia facilitaria a sobrevivéncia das HSC, pois a prevencao de senescéncia
depende da inibicdo de estresse oxidativo ocasionado por espécies reativas de
oxigénio (ROS) e isso seria melhor alcangado em condigdes de baixa atividade
metabdlica. Recentemente, foi demonstrado que um fator de transcricao
induzido por hipoxia (HIF, hipoxia-inducible factor) prolonga a vida de
neutréfilos através de sinais de sobrevivéncia mediados por NFk-B (Walmsley
et al., 2005). Tendo em vista que o modelo de esferdide € um agregado celular
compacto, é de se imaginar que a hipoxia pode ser um dos fatores que também
estaria favorecendo a quiescencia das HSC, privilegiando células com baixa
atividade metabdlica. Varios trabalhos na literatura descreveram o surgimento
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de hipdxia em esferdides e, quanto maior o didmetro da esfera, maior a hipoxia
no centro da mesma (Kunz-Schughart et al., 1999; Timmins et al., 2004). Deve-
se avaliar se existe alguma diferenca no grau de hipxia dos esferdides mistos

e simples, mesmo tendo-se mantido o mesmo didmetro para ambos.

Até onde sabemos, € a primeira vez que um modelo de cultura 3D, do
tipo esferdide, que mimetiza o nicho subendosteal da MO, desenvolvido com
MSC de MO humana em diferentes fases de diferenciacdo é descrito na
literatura. Este modelo permitiu confirmar alguns eventos, descritos na
literatura, relacionados com a biologia das HSC em seu nicho. Verificou-se,
utilizando este modelo, que o nicho subendosteal depende de uma organizacao
especifica das MSC e dos pré-osteoblastos, pois a localizagdo ordenada das
HSC sé ocorre quando uma interface entre essas duas populagcbes estromais
se forma. Esta organizacdo criaria um gradiente quimiotatico, provavelmente
envolvendo SDF-1a, que mantém as HSC na regido entre pré-osteoblastos e
MSC. A interagcdo com as MSC é fundamental na migracao transmedular até o
nicho subendosteal e na circulacdo das HSC. Além disso, confirmou-se que a
presenca de pré-osteoblastos é essencial na inducao de quiescéncia.

Estas observacbes nos permitem inferir que este modelo pode ser
aplicado no estudo dos mecanismos das metastases para a MO de neoplasias
malignas, como cancer de mama e de préstata. Existem neoplasias nao
hematoldgicas que caracteristicamente evoluem com micrometédstases na MO,
havendo uma correlacdo entre essas micrometastase e o mau prognostico
destas neoplasias. Porém como estas micrometastases se formariam e seriam
sustentadas ainda ndao é conhecido. As micrometastases sao pequenos
agregados de células neoplascias, menores que 2mm, em geral, associadas a
vasos, onde ha reacao estromal, proliferagcdo das células tumorais e possivel
extravazamento com disseminacao para outros 6rgaos, diferentes do da lesao
primaria. Estas micrometastases surgem a partir da migracdo para a MO de
células tumorais individuais quiescentes e constituem um sinal de doenca
residual minima (Ozbas et al., 2003). Estudos nesta area tém sido ampliados e

ja foi demonstrado, por exemplo, que células de cancer de mama expressam
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em altos niveis CXCR4 e sao responsivas a SDF-1a e meio condicionado de
células de MO, explicando assim o tropismo destas por este 6rgao (Muller et
al., 2001). Alguns autores acreditam que a medula sirva de reservatério de
células-tronco tumorais dormentes (resistentes a quimioterapia), sendo desta
forma responsavel pelas recidivas da doenca (Ozbas et al., 2003; Nicola et al.,
2003). Como o nicho de quiescéncia das HSC na MO ¢é o nicho subendosteal,
€ possivel que, embora tenha sido descrita uma localizacao perivascular das
micormetastases, as células-tronco tumorais localizem-se no nicho
subendosteal (Bianco P., 2005, comunicacdo pessoal; Rao et al., 2004a) e
utilizem os mecanismos fisiolégicos das HSC para sua manutencdo. Logo, o
modelo de esferdides pode servir para estudar este fenbmeno e descrever

quais 0os mecanismos envolvidos nestes processos.
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6. Conclusoes Gerais

Foi possivel estabelecer esferdides complexos, com um centro de pré-
osteoblastos humanos recoberto por MSC de MO humana, que apresentavam
uma arquitetura tridimensional com formacao de uma rede 3D a partir de seus
prolongamentos citoplasmaticos e deposicdo de matriz extracelular semelhante

ao observado no nicho subendosteal da MO.

A co-cultura com células progenitoras mostrou que, como modelo, os
esferodides reproduziram o padrao de migracao de HSC in vivo e, portanto, é Gtil

para o estudo dos mecanismos que regulam este processo.

O modelo de esferdide com pré-osteoblastos se mostrou funcional,
tendo restaurado uma propriedade fundamental do nicho subendosteal que é a

inducao de quiescencia nas HSC.

Sendo assim, a cultura 3D do tipo esferéide multicelular misto é um
modelo representativo do nicho subendosteal humano para estudos de
mecanismos de migracdo e manutencdo de quiecéncia de progenitores

hematopoéticos humanos.
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8. Anexo |

Solucoes Utilizadas
Phosphate Buffered Saline — PBS

NaCl 8,09

KCI 0,29
NasHPO4 1,29
KH.PO, 0,29
H.O tridestilada q.s.p. 1000mL
PH 7,4

Autoclavar para esterilizar.

Balanced Saline Solution. Calcium and Magnesium Free - BSS.CMF

NaCl 8,09
KCI 0,49
Na,HPO,4.12H,0 0,399
Na,SO4 0,1g
Glicose 1,19
Vermelho de fenol 0,0025¢g
H.O tridestilada q.s.p. 1000mL
PH 7,4

Filtrar em membrana estéril milipore de 0,22um.

Meio de Congelamento

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 10%
Soro fetal Bovino (SFB) 40%
Meio Iscove’s 50%

Tripsina-EDTA

Tripsina 0,125¢g
EDTA 0,02¢g
BSS.CMF q.s.p. 100mL
PH 7,8
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Solucao de Azul de tripan

Azul de Tripan 400mg
PBS g.s.p. 100mL
PH 7,2

Solucao de TURK
Acido Acético 2%
Cristal Violeta 0,01%

Fixador de Eletronica

Glutaraldeido 2,5%
Em tampéao Cacodilato 0.1 M com 3,5% sacarose
pH 7,4

Tampao Cacodilato 0,1M

Cacodilato Sédico 4,28¢g
Cloreto de Calcio 25¢g
Acido Hidroclérico 0,2N 2,5mL
H-O destilada qg.s.p. 200mL
PH 7,4

Tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA)

Tris 4,849
Acido Acético Glacial (Merck) 2mL
EDTAOQ0,5M 2mL
H-O destilida g.s.p 1000 mL

Ajustar o pH para 8,0
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:
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