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Resumo

As células tronco mesenquimais tem por definicdo a autorrenovacgéo, fonte de
proliferacdo e a diferenciacédo celular em varias linhagens, sendo cartilagem, osso
e tecido adiposo. Quanto caracteristicas funcionais destacam-se cinco
caracteristicas: Suporte estrutural ou arcabouco, controle da inflamacéo, inibicéo
da apoptose, acdo anti-fiborose e por fim a diferenciacdo, cada um sendo
responsavel por secretar citocinas e horménios de crescimento. As plaquetas, 0s
horménios de crescimento e fase de remodelamento de feridas cronicas
abrangem varias etapas, comecando pela fase da hemostasia e terminando na
fase do remodelamento que vai garantir a forca e o fechamento da ferida. Cada
fase tem sua importancia e secretam também inimeros fatores de crescimento e
citocinas importantes. A linha de curativos biolégicos vem sendo desenvolvida ha
15 anos no Laboratorio de Engenharia Celular. Os resultados com o uso destes
biocurativos tém sido excelentes, no entanto observa-se que quanto mais antiga
a lesé@o, ou maior a idade, maior € também a dificuldade no fechamento da area, e
o risco de infeccdo secundéria aumenta. Diante disto, encontrou-se uma
oportunidade de melhoria do produto com os avanc¢os no cultivo de células tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo, esta técnica propicia a obtencdo de
diferentes fatores de crescimento que modulam o fechamento de feridas. Uma
das etapas do projeto foi avaliar pacientes idosos com feridas cronicas acima de
trés anos, a média obtida dos horménios de crescimento comparados com
individuos saudaveis foi maior em todos os casos, destacando-se o FGF-2 e o
PAI-1. Na etapa seguinte Identificou-se maior dificuldade técnica para a
guantificacdo fenotipica das células quando na presenca de HDP comparado com
SFB, pela formagdo de macroagregados formados, no entanto, nenhuma
modificacdo do fendtipo esperado foi identificado. A dosagem das citocinas
presentes no meio condicionado das CTMh em ambos os grupos estudados: SFB
e HDP, mostraram desempenho diferentes, foi realizado pool da triplicata
experimental realizada para o processamento das amostras. Das seis citocinas
dosadas IL1- B, IL-6, IL-8 IL-10, TNF, e IL-12p70, somente as IL-6 e IL-8 tiveram
niveis significativos detectados.

Palavras chave: Curativo. Citocinas. Técnica de cultura de células



Martins, Tl. Medium of conditioned culture, rich in growth factors secreted by

mesenchymal stem cells, for the enrichment of biocuritics, 2018.

Abstract

Mesenchymal stem cells are by definition self-renewal, a source of proliferation
and cell differentiation in various strains, being cartilage, bone and adipose tissue.
As for functional characteristics, five characteristics stand out: structural support or
framework, inflammation control, inhibition of apoptosis, anti-fibrosis action and
finally differentiation, each one being responsible for secreting cytokines and
growth hormones. Platelets, growth hormones and chronic wound remodeling
phase span several stages, beginning with the hemostasis phase and ending at
the remodeling phase that will ensure strength and wound closure. Each phase
has its importance and also secrete countless important growth factors and
cytokines. The line of biological dressings has been developed for 15 years in the
Laboratory of Cellular Engineering. The results with the use of these bio-curatives
have been excellent, however, it is observed that the older the lesion, or the
greater the age, the greater the difficulty in closing the area, and the risk of
secondary infection increases. In view of this, there was an opportunity to improve
the product with advances in the cultivation of mesenchymal stem cells derived
from adipose tissue, this technique provides the achievement of different growth
factors that modulate the closure of wounds. One of the steps of the project was to
evaluate elderly patients with chronic wounds over three years, the average
obtained from growth hormones compared to healthy individuals was higher in all
cases, especially FGF-2 and PAI-1. In the next step was identified greater
technical difficulty for the phenotypic quantification of the cells when in the
presence of HDP compared to FBS, by the formation of macroaggregates formed,
however, no modification of the expected phenotype was identified. The dosage of
the cytokines present in the conditioned medium of the MHT in both groups
studied: SFB and HDP, showed different performance, a pool of experimental
triplicate was realized for the processing of the samples. Of the six cytokines
dosed IL-6, IL-6, IL-8 IL-10, TNF, and IL-12p70, only IL-6 and IL-8 had significant
levels detected.

Keywords: Healing. Cytokines. Cell Culture Technique
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| — Introducéo

Células-tronco sdo definidas na literatura como células primitivas e
indiferenciadas, com uma alta capacidade de renovacao celular e diferenciagao
em outros tecidos, exercendo fungdes especificas. Com isso, uma célula mée na
sua diviséo mitética pode gerar outra célula idéntica a ela’.

Baseado nesses fatos as células tronco se apresentam como linha de
pesquisa com vertentes altamente interessantes. Como célula propriamente dita,
as células tronco mesenquimais (CTM) atuam com sua capacidade de
reconstrucdo e remodelamento tecidual. Funcionando como uma biofabrica,
secretam inameros fatores de crescimento e Citocinas que as tornam agentes
importantes no controle do processo inflamatério?.

De acordo com a Science em 1999, as CTM, foram eleitas como fonte
de proliferacdo e auto-renovacdo, capacidade de diferenciacdo em varias
linhagense capacidade de repopular o tecido de origem quando transplantados®.

As células-tronco séo divididas em duas grandes classes: embrionarias
e adultas. As adultas que séo atualmente o foco da atencéo das pesquisas, tendo
em vista 0s enormes entraves e consequéncias na utilizacdo das células tronco
embrionarias. As células tronco adultas (CTA) por sua vez se classificam
conforme o sitio anatémico obtido, mas de forma geral sédo divididas em células
tronco hematopoiéticas e células tronco mesenquimais (CTM) °.

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) sdo o tipo mais comum de
célula tronco, sendo células precursoras que possuem a capacidade de
diferenciacdo em outros tipos de células sanguineas. As CTH sdo responsaveis
pela manutencdo da hematopoese e geralmente estdo em maior quantidade no
sangue do corddo umbilical e placentario, no figado fetal e posteriormente na
medula 6ssea’.

As CTM podem ser obtidas em diversos tecidos, inclusive no tecido
adiposo. A capacidade de diferenciacdo das células tronco mesenquimais é mais
limitada e restrita. Mas tem um importante papel na renovacao de células, sendo
capaz de se diferenciar em até 3 tecidos diferentes por exemplo:(cartilagem,

musculo e 0sso), participando da homeostase tecidual normal®.
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Com esse poder de diferenciagédo e renovacao celular, tanto as células-
tronco mesenquimais quanto as embrionarias séo utilizadas para estudos clinicos
e pesquisas’.

O uso terapéutico das CTM tem aumentado de forma progressiva,
inclusive para promover o reparo de feridas cutaneas. Isto se d&a através de
multiplos mecanismos, entre 0s quais estdo situados os mediadores paracrinos
secretados pelas células, que sdo responsaveis pela maioria dos seus beneficios
terapéuticos”.

Portanto, as CTM sao candidatas promissoras para uso em medicina
regenerativa, principalmente por causa de sua multipoténcia, seu potencial
imunomodulador e suas propriedades paracrinas, incluindo o potencial para
promover a angiogénese. O acumulo de evidéncias sugere que as propriedades
inerentes a citoprotecdo e ao reparo de tecidos, pelas CTM, podem ser
melhorados por varios estimulos de pré-condicionamento, implementados antes
do transplante das células, ou através de aplicacdo de produtos®.

Resgatando a proposta desta dissertacdo intitulada “Meio de Cultura
condicionado, rico em fatores de crescimento secretado por células tronco
mesenquimais, para enriquecimento dos biocurativos” podemos destacar dois
temas abordados por esta pesquisa: efeitos paracrinos das CTM e o
remodelamento tissular. Para tal far-se-a necessaria revisdo sobre CTM e feridas
cronicas.

Tendo em vista que o Laboratério de Engenharia Celular do
Hemocentro de Botucatu (LEC) atua na area de bioprocessos e bioprodutos com
a linha de Biocurativos produzidos com plasma fresco congelado e concentrado
de plaquetas, promover o upgrade dos mesmos € altamente aconselhavel.
Atualmente o LEC possui trés produtos delineados: cola de fibrina de uso externo
ou Biofibrin, o gel de plaquetas ou Biogel e o Gel Mix, contendo propriedades da
cola de fibrina e enriquecimento com hormonios derivados de plaguetas. Esta
dissertacdo analisara a possibilidade de implementacdo destes biocurativos com
hormoénios de crescimento obtidos a partir da cultura de CTM, comparando os
fatores de crescimento e ou citocinas obtidas na cultura classica, na presenca de
soro fetal bovino, com aquela obtida por enriquecimento com hormonios

derivados de plaquetas como substituto do plasma.
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Conclusao

Houve a expansdo das células tronco mesenquimais derivados de tecido
adiposo para a obtencdo de fatores de crescimento em meio condicionado
customizado.

Os fatores de crescimento obtidos dos horménios de derivados de
plaguetas n&o obteve significancia, pois o uso de HDP com a formacdo de
“‘membrana” ou scaffold dificultou a obtencdo das células tornando o experimento
inviavel e ndo tendo dado estatistico.

A comparagdo do SFB e HDP houve significancia somente com relagao a
confluéncia nas amostras 3 e 4. Quanto a dosagem da citometria de fluxo a
escolha do experimento em placas de 24 wells comprometeu esta analise pois o
houve numero insuficiente de eventos nas amostras 1 e 2 também
comprometendo andlise estatistica.

A expansdo das Células Tronco Mesenquimal humana (CTM;) derivadas
de tecido adiposo para a obtencéo de fatores de crescimento e obtencdo o meio
condicionado em condi¢cdes padrédo (MCp)e customizado com HDP (MChqp)
mostrou aspectos peculiares. A presenca do HDP forma um scaffold (membrana
gelatinosa), mas néo afeta os marcadores fenotipicos das CTM.

Com relacao as citocinas foi possivel obter quantidades significativas de IL-
6 no meio condicionado das CTMh na presenca do soro fetal bovino.A adicao de
HDP regula negativamente a secrecdo da IL-6 de forma significativa e bloqueia a
secrecéo de IL-8.

A guantificacdo dos fatores de crescimento sérico em grupo de pacientes
portadores de feridas cronicas, abertas ha mais de 3 anos, pelo método Luminex,
mostrou que os dez biomarcadores: EGF, FGF1, FGF2, Angiopoietina-1, PDGF-
AA, VEGF-AA, RANTES, Angiopoietina 2, PAI-1 e e Fator von Willebrand
encontram-se elevados, com destague para PAI-1 que é oito vezes maior que

aguele de individuos saudaveis.
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