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RESUMO

Objetivo: Comparar as células-tronco mesenquimais humanas obtidas
de filtros de coleta reutilizdveis aquelas coletadas em filtros
descartaveis e caracteriza-las utilizando os critérios da International
Saciety for Cellular Therapy. Métodos: Foram isoladas células-
tronco mesenquimais humanas de kits de coleta de medula dssea
reutilizdveis e descartéveis, pela lavagem dos filtros com meio de
cultura. As células isoladas foram caracterizadas de acordo com os
critérios estabelecidos pela International Society for Cellular Therapy,
por meio das técnicas de citometria de fluxo, diferenciagao in vitro
e citoquimica. Resultados: As amostras foram obtidas de filtro
descartavel (n=3) e reutilizdvel (n=3). Todas as amostras obtidas
de filtros descartaveis produziram células-tronco mesenquimais, e
todas as células-tronco mesenquimais humanas derivadas de medula
Ossea preencheram os critérios estabelecidos pela International
Society for Cellular Therapy. Conclusao: Este estudo mostrou que
as células-tronco mesenquimais também podem ser obtidas de kits
de coleta reutilizaveis (que permanecem em uso em varios centros,
no mundo inteiro), para serem empregadas em pesquisa como uma
fonte alternativa e ética.

Descritores: Células-tronco mesenquimais; Medula 6ssea; Filtracéo;
Equipamentos descartéveis; Reciclagem

ABSTRACT

Objective: To compare human mesenchymal stem cells obtained
from reusable and disposable filters and to characterize them
according to the criteria of the International Society of Cellular
Therapy. Methods: Human mesenchymal stem cells were isolated

from bone marrow collection reusable sets and compared with those
obtained from disposable sets by washing the filters with cell culture
media. The isolated cells were characterized according to the criteria
of the International Society of Cellular Therapy using flow cytometry,
differentiation in vitro, and cytochemistry techniques. Results:
Samples were obtained from disposable (n=3) and from reusable
collection sets (n=3). All samples obtained from bone marrow
disposable sets successfully produced mesenchymal stem cells. All
bone marrow derived mesenchymal stem cells were characterized
and fulfilled the criteria established by International Society of Cellular
Therapy. Conclusion: This study showed that mesenchymal stem
cells can also be obtained from reusable collection sets (which are
still used in several centers around the world) to be employed in
research as an alternative and ethical source.

Keywords: Mesenchymal stem cells; Bone marrow; Filtration; Disposable
equipment; Recycling

INTRODUCAO

A fonte que foi melhor caracterizada para obtencao de
células-tronco adultas é a medula dssea, que contém
uma populacdo heterogénea de células, incluindo célu-
las-tronco e progenitoras hematopoéticas.

Além desses tipos de células, a medula 6ssea tam-
bém contém um subconjunto de células ndo hemato-
poiéticas com potencial multilinhagem. Essas células-
-tronco sdo chamadas “células estromais de medula” ou
“células-tronco mesenquimais humanas” (hMSC)®.
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As hMSC sao células primitivas provenientes da
camada mesodérmica germinativa, que dao origem ao
tecido conjuntivo, células do musculo esquelético e cé-
lulas do sistema vascular®.

Em 2006, 0 Comité de Células-Tronco Mesenquimais
e Teciduais, da International Society for Cellular Therapy
(ISCT), propds um critério minimo para caracterizacao
das hMSC®.

As hMSC devem ser plastico-aderentes quando
mantidas em condicoes padrdao de cultura. Além dis-
so, devem expressar os antigenos CD29, CD73, CD90
e CD105, e nao expressar os antigenos CD34, CD45,
CD14 e o antigeno leucocitario humano HLA-DR na
superficie. Também devem ter o potencial para se dife-
renciarem em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos
in vitro. Hoje em dia, a maioria dos estudos caracteriza as
hMSC derivadas de medula dssea de acordo com esses
critérios. No entanto, restam muitas perguntas nao res-
pondidas, como sobre a verdadeira natureza e a identi-
dade das hMSC, incluindo sua localizacao, origem e ca-
pacidade multipotencial. J4 se relatou o isolamento de
hMSC a partir de varios tecidos, tais como medula 6ssea,
tecido adiposo, figado, musculo, fluido amnidtico, pla-
centa, sangue do cordio umbilical e polpa dentaria®”.

Como as hMSC derivadas da medula dssea sao as
células mais utilizadas em estudos clinicos, essas células
provavelmente serdo a fonte usual em estudos poste-
riores. Além disso, elas sao um controle importante para
a determinacdo de outras possiveis fontes de hMSC.

As hMSC tem sido recuperadas de forma eficiente,
independente do género do doador, a partir de aspira-
dos de medula dssea de individuos saudaveis e também
de pacientes com doencas e lesdes graves. No entanto,
as hMSC representam um tipo de célula extremamente
rara, que corresponde a menos de 0,1% das células nu-
cleadas em aspirados de medula 6ssea® 19,

Para aplicagoes clinicas, a medula dssea € aspirada
por uma agulha de puncio na crista iliaca posterior e
coletada com kits descartaveis ou reutilizaveis que con-
tém meio de cultura suplementado com anticoagulante.

Por razoes econdmicas, os kits reutilizaveis de coleta
de medula 6ssea sao amplamente utilizados por varios
centros, no mundo inteiro. Durante esse procedimento,
o enxerto de medula dssea € filtrado e transferido para
uma bolsa de transporte, principalmente para remover
codgulos e particulas 0sseas do material que vai ser in-
fundido no paciente. O material que permanece no fil-
tro normalmente € descartado.

Pelo protocolo padrao, as hMSC sao isoladas a
partir de amostras filtradas de medula 6ssea. Curiosa-
mente, foi proposto que, no aspirado de medula 4ssea,
também ocorre a formacao de hematons, que sao uma
rede estromal, firmemente preenchida com células
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progenitoras hematopoiéticas e células pos-mitdticas
diferenciadas. Como esses aglomerados t€ém mais de
50mm de didmetro, eles provavelmente sao removidos
pelos kits de filtros descartaveis, cujos poros tém de 500
a 200um. Os filtros reutilizaveis t€ém poros menores,
de 250 ou 150um@. Dvorakova et al., Capelli et al.,
Sundin et al. e outros relataram o isolamento bem-suce-
dido de hMSC a partir de kits descartaveis de coleta de
medula dssea, mas ninguém relatou ter conseguido isso
a partir de filtros reutilizaveis!>14.

Neste estudo, foram isoladas e caracterizadas hMSC
remanescentes nos filtros de coleta de medula dssea,
tanto descartaveis quanto reutilizdveis. Como a coleta de
medula 6ssea de voluntarios saudaveis para pesquisa €
uma questao complexa, devido a morbidade do procedi-
mento (uma vez que varios centros ainda usam kits reu-
tilizaveis para a coleta de medula 6ssea dos doadores),
este estudo apresenta os kits reutilizaveis como uma fonte
alternativa de células para fins clinicos e de pesquisa.

OBJETIVO

Comparar as hMSC obtidas a partir de kits reutilizaveis
e descartaveis, e caracteriza-las de acordo com os crité-
rios da ISCT.

METODOS

Coleta e isolamento de células

O procedimento para a obtencao de células a partir de
filtro foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE), nimero do
processo 10/1.412. Apos a coleta para fins de transplan-
te e a filtragem das células da medula 6ssea de volun-
tarios saudaveis, o filtro foi lavado com 20mL de meio
de cultura celular DMEM-LG (Gibco®, Carlsbad, CA)
para recuperagao das células que permaneceram reti-
das no interior do filtro juntamente de codgulos sangui-
neos e pequenos fragmentos 6sseos (Figuras 1 e 2). O

Figura 1. Aspiragéo de medula 6ssea
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‘B

Figura 2. (A) Filtro reutilizavel. (B) Filtro descartével

filtro descartavel utilizado apresentava dois tamanhos
de poros, com 200 e 500um (Fenwal, Lake Zurich, IL),
e o reutilizavel apresentava dois tamanhos de poro, com
150 e 250 Fenwal, tendo sido utilizado neste estudo o de
150 Fenwal (University of Washington, Seattle, WA).

Isolamento de hMSC

A amostra de medula 6ssea obtida apés filtracao foi
diluida (1:3) com tampao fosfato salino (PBS), sendo,
em seguida, transferida para um tubo conico de 50mL
contendo 20mL de Ficoll/Hypaque (GE Healthcare) e
centrifugada durante 30 minutos a 500g e 22°C. Apés a
centrifugacao, as células foram transferidas para outro
tubo e, novamente, centrifugadas por 5 minutos a 500 g
e 22°C. O sobrenadante foi descartado, e as células fo-
ram ressuspensas com DMEM-LG (Gibco®, Carlsbad,
CA) suplementado com soro fetal bovino (FBS) a 10%
(Gibco®, Carlsbad, CA), a fim de conseguir uma con-
centracdo de 1x10°cel/mL. Em seguida, as células foram
cultivadas em frascos de 25cm?, mantidos em incubado-
ras umidificadas a 37°C e 5% de CO,, para favorecer a
fixacao das hMSC no fundo do frasco.

Cultura e diferenciacao das células

O meio foi trocado, pela primeira vez, apds 48 horas de
cultura e, dia sim dia nao, depois disso. O frasco contendo
as células foi verificado todos os dias por microscopia
Optica, a fim de confirmar a aderéncia das colonias de
hMSC. Apés o estabelecimento de culturas de hMSC
na quarta passagem, as células foram diferenciadas em
adipdcitos, osteoblastos e condrdcitos.

A adipogénese foi induzida pela adicao de meio
adipogénico, constituido por Alpha-MEM (Gibco®,
Carlsbad, CA) suplementado com FBS 10% (Gibco®,
Carlsbad, CA), lum de dexametasona (Sigma, St
Louis, MO), 100wg/mL de 3 -isobutil-1-metilxantina
IBMX (Sigma, St Louis, MO), 10ug/mL de insuli-
na (Sigma, St Louis, MO) e 100uM de indometacina
(Sigma, St Louis, MO). O meio adipogénico foi trocado
dia sim dia nao, durante 3 semanas.
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A diferenciagdo osteoblastica foi induzida pela adi-
¢ao de meio osteogénico, constituido por Alpha-MEM
(Gibco®, Carlsbad, CA) suplementado com FBS 10%
(Gibco®, Carlsbad, CA), 1um de dexametasona (Sigma,
St Louis, MO), 2ug/mL de acido ascorbico (Sigma,
St Louis, MO) e 10um beta-glicerofosfato (Sigma, St
Louis, MO). O meio adipogénico foi trocado dia sim
dia ndo, durante 3 semanas.

A diferenciacdo em condrdcitos foi induzida pela
adic@o de meio condrogénico, constituido por Alpha-
MEM (Gibco®, Carlsbad, CA) suplementado com FBS
10% (Gibco®, Carlsbad, CA), lum de dexametasona
(Sigma, St Louis, MO), 2ug/mL de acido ascorbico
(Sigma, St Louis, MO), 6,25ug/mL de insulina (Sigma,
St Louis, MO), 10ng/mL de TGF-beta (Sigma, St Louis,
MO). O meio condrogénico foi trocado a dia sim dia
nao, durante 3 semanas.

Métodos de coloracao imunoistoquimica

Oil Red O

A diferenciacao adipogénica foi demonstrada por colo-
racao de goticulas lipidicas ap6s 3 semanas de cultura.
As células foram fixadas em paraformaldeido a 4% du-
rante 30 minutos, lavadas, desidratadas em isopropanol
a 60% por 2 a 5 minutos, e coradas com solugao de Oil
Red O a 0,5% (S-0625, Sigma) em isopropanol a 100%,
previamente diluido em dgua.

Vermelho de alizarina

A diferenciacao osteogénica foi avaliada com o corante
vermelho de alizarina apds 3 semanas de cultura. Para
a coloragao com vermelho de alizarina, as células foram
fixadas em paraformaldeido a 4% durante 30 minutos,
lavadas com agua destilada, coradas com vermelho de
alizarina (2g em 100mL de agua destilada) em pH 4,2
(A5533, Sigma), durante 5 a 10 minutos e cuidadosa-
mente lavadas.

Azul de toluidina

A diferenciagdo condrogénica foi avaliada por colora-
¢do com azul de toluidina apds 3 semanas de cultura.
Para o azul de toluidina, as células foram fixadas com
etanol a 70% durante 1 minuto, etanol a 90% durante 1
minuto e etanol absoluto durante 1 minuto; em seguida,
adicionou-se o azul de toluidina (1g de azul de tolui-
dina, 1g de borato de s6dio/100mL de dgua) (198161,
Sigma).

Citometria de fluxo

As células da quarta passagem foram usadas para a
analise de marcadores de superficie celular. As células
foram lavadas com PBS e, em seguida, separadas do
plastico com TrypLE (Gibco®). As células obtidas fo-
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ram coradas para CD14 (FITC), CD19 (APC), CD29  vamente colocadas em suspensao, e as medi¢des foram

(PE), CD31 (PE), CD34 (PE), CD45 (PerCP-Cy5.5), realizadas utilizando-se o citdmetro de fluxo FACSAria

CD73 (PE), CD90 (APC), CD105 (PE), CD106 (FITC),  (BD Biosciences, San Jose, CA). As anélises foram con-

CD117 (PE), CD133 (APC), CD166 (PE), HLA-DR  duzidas com o software FlowJo (Tree Star, OR).

(PerCP-Cy5.5) e HLA-I (FITC) e os respectivos con-

troles isotipicos (BD Biosciences, San Jose, CA;

eBiosciences, San Diego, CA, EUA; Biolegend, San RESULTADOS

Diego, CA). Sucesso na obtencao de hMSC a partir do kit de coleta

Apb6s a coloracio, os tubos foram incubados a tem-  de medula 6ssea

peratura ambiente durante 30 minutos, seguindo-se um  Dentre as seis amostras, cinco produziram hMSC. O

passo de lavagem. As células sedimentadas foram no-  numero médio de células mononucleares obtidas a par-
tir do kit de coleta reutilizavel foi de 1,5x10°¢ (£0,9x10°)
e o do kit de coleta descartavel foi de 50x10° (£43x10°).

Quadro 1. Expansao das células-tronco mesenquimais humanas dos kits descar- A amostra que nao foi produziu hMSC foi a do fil-

tavel e reutilizavel

- tro reutilizavel, provavelmente devido ao baixo nimero
Entrada de células Saida de hMSC x 10 £ . .
Amostra mononucleares x10° na passagem 4 de células obtidas. No entanto, todas as hMSC deriva-
1 100 " das de medula 6ssea produzidas foram capazes de ge-
) 20 %5 rar grande nimero de células na passagem 4, acima de
; 5 2(’) 1x107 (Quadro 1).
A caracterizacdo por andlise de citometria de flu-
4 27 21, _ .. . e .
' 0 X0 mostrou que nao existiam diferencgas significativas
5 10 167 no perfil dos marcadores de superficie entre as hMSC
6 05 obtidas a partir de filtros reutilizaveis ou descartaveis
hMSC: células-tronco mesenquimais humanas. (Figura 3)
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Figura 3. Representacéo das cinco experiéncias. A primeira fileira de gréficos representa os controles isotipicos utilizados para cada grupo de anticorpos. Os outros
gréficos mostram a sobreposicao do controle isotipico (vermelho) e marcador (azul). A barra representa a percentagem de células positivas para cada marcador
pesquisado. As células-tronco mesenquimais foram negativas ou apresentaram positividade muito baixa para CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD117, CD133, CD106,
HLA-DR, e mais de 89% para CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 e HLA-I
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Diferenciagao das hMISC

As hMSC também foram caracterizadas por sua capa-
cidade de se diferenciar em trés linhagens celulares.
Todas as cinco amostras obtidas a partir tanto de filtros
reutilizaveis quanto descartaveis foram capazes de se
diferenciar nas trés linhagens.

Diferenciacao adipogénica

As hMSC indiferenciadas (Figura 4A) foram cultivadas
em meio adipogénico durante 21 dias, o que levou a for-
magcao de goticulas citoplasmaticas de lipides (Figura
4B). Para melhor visualizacao, as células foram coradas
com Oil Red O, que cora as goticulas lipidicas no inte-
rior das células (Figura 4C).

Figura 4. (A) Células-tronco mesenquimais indiferenciadas - CTRL (40x). (B)
Formacéo de goticulas lipidicas no interior das células cultivadas em cultura

com meio adipogénico (40x). (C) Goticulas lipidicas coradas com Oil Red O

no interior das células cultivadas em cultura com meio adipogénico (40x). (D)
Deposicéao de célcio nas células cultivadas em cultura com meio osteogénico
(40x). (E) Deposicao de célcio corada com vermelho de alizarina nas células
cultivadas em cultura com meio osteogénico (40x). (F) Alteracdes morfoldgicas
nas células cultivadas em cultura com meio condrogénico (40x). (G) Matriz rica
em proteoglicanos corada com azul de toluidina nas células cultivadas em cultura
com meio condrogénico (40x)
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Diferenciacao osteogénica

As hMSC indiferenciadas foram cultivadas em meio os-
teogénico durante 21 dias, o que resultou na formagao
de uma matriz de célcio (Figura 4D). Para melhor vi-
sualizagao, as células foram coradas com vermelho de
alizarina, que cora o célcio (Figura 4E).

Diferenciagao condrogénica

As hMSC indiferenciadas foram cultivadas em meio
condrogénico durante 21 dias, formando uma rica ma-
triz de proteoglicanos (Figura 4F). Para melhor visuali-
zagao, as células foram coradas com azul de toluidina,
que cora proteoglicanos (Figura 4G).

DISCUSSAO

A medula 6ssea € a fonte melhor caracterizada dessas
células, sendo as hMSC o tipo celular utilizado na
maioria dos estudos clinicos, incluindo aqueles sobre
prevencao da doenca do enxerto contra hospedeiro
(DECH) por coinfusdo de hMSC com células-tronco
de medula 6ssea ou hematopoiéticas de sangue perifé-
rico. As hMSC estao também sendo testadas como tra-
tamento da DECH, isoladas ou em combinagdo com a
terapia com corticosteroides517,

Além da prevengao e tratamento da DECH, as
hMSC estao relacionadas a varias sugestoes terapéuti-
cas, como distirbios neurodegenerativos, doengas car-
diovasculares, diabetes tipo 1 e outrost8-2b,

Assim, os kits de coleta sio uma fonte importante
de células que irdo proporcionar a comunidade cienti-
fica a oportunidade de obté-las e de esclarecer resulta-
dos conflitantes, como as implicacdes da variabilidade
bioldgica e as diferencas de condigdes que podem afe-
tar o resultado de terapias, sendo capazes de fornecer
respostas a questoes cientificas e clinicas.

Este estudo forneceu evidéncias de que as hMSC
podem ser obtidas a partir de kits reutilizaveis e descar-
taveis de medula Ossea.

As hMSC foram isoladas por suas propriedades
adesivas a plastico, cultivadas e expandidas apos a se-
meadura. Na quarta passagem, as populacoes de célu-
las foram homogéneas na expressao de CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105 e HLA-I. Além disso, as hMSC ti-
veram expressao muito baixa ou negativa para todos os
marcadores de células hematopoiéticas e progenitoras,
tais como CD14, CD19, CD34, CD45, CD117,CD133 e
HLA-DR; foram também negativas para os marcadores
endoteliais CD31 e CD106. Este estudo mostrou que
as hMSC derivadas de amostras obtidas a partir de kits
de coleta reutilizaveis ou descartaveis sdo capazes de
dar origem, por diferenciagao in vitro, a trés linhagens



padrao de células mesenquimais: adipogénica, osteoge-
nica e condrogénica. Essas culturas de células derivadas
de filtro satisfazem totalmente o requisito minimo para
os marcadores de selecao positiva estabelecidos pela
ISCT®.

Apesar dos kits de filtros reutilizaveis apresentarem
menor tamanho dos poros, que deveria reter um niime-
ro maior de hematons, foi possivel obter mais células
com melhor eficiéncia a partir dos kits de filtros des-
cartaveis. Isso provavelmente ocorreu devido ao fato de
que esse tipo de filtro apresenta areas maiores para la-
vagem. Outra possibilidade é o fato de que as MSC sao
plastico-aderentes e os kits de filtros descartaveis estao
envoltos em plastico®?.

CONCLUSAO

Este estudo mostrou evidéncias de que as hMSC po-
dem ser obtidas a partir de kits reutilizaveis de coleta
de medula 6ssea. As hMSC derivadas de kits reutiliza-
veis, mesmo com o numero de células inicial inferior,
foram capazes de gerar um nimero elevado de hMSC
na quarta passagem, que, definitivamente, sao utiliza-
veis em pesquisa como uma fonte muito ética.
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