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Resumo

As injecdes de células tronco de medula 6ssea, autdlogas ou heterdlogas, estao
na vanguarda das terapias celulares bem sucedidas, apresentando resultados
interessantes na cura de diversas patologias, incluindo aquelas usualmente associadas
com o envelhecimento. Entretanto, nunca foram testadas inje¢des de células-tronco em
modelos de envelhecimento natural, o que constitui uma séria lacuna de conhecimento
que precisa ser preenchida. Neste trabalho caracterizamos e injetamos células
mononucleares de medula 6ssea de camundongos transgénicos ¢57B1/6 EGFP jovens
em camundongos c57B1/6 em meia-idade e velhice extrema. As células injetadas foram
caracterizadas como diploides e normais em citometria de fluxo de ciclo celular
apresentando, no entanto, instabilidade genética quando submetidas ao cultivo para
analise citogenética, com formacdo de células poliploides anormais, indicando um
possivel fendtipo “mutator”. Foi feito o acompanhamento do estado geral e desempenho
reprodutivo dos animais ap6s as injegoes, visualizando-se o comportamento das células-
mononucleares injetadas através de analise histologica e citogenética apds a morte
natural ou sacrificio dos animais. Todos os animais injetados apresentaram a formacao
de neoplasia EGFP+ hemolinfoéide indiferenciada de alto grau histologico ao atingirem
a idade média de mortalidade para a linhagem c57Bl/6. Em um experimento paralelo de
injecdes heterodlogas de células mononucleares de medula 6ssea em caes SRD (sem raga
definida) com seqiielas neuroldgicas causadas por cinomose, houve remissdo dos
sintomas na maior parte dos individuos injetados e ndo houve formacdo de neoplasia
ap6s 8 meses de acompanhamento. Estes resultados enfatizam a correlagdo entre
células-tronco, tumorigénese e envelhecimento, demonstrando que células jovens
portadoras de instabilidade genética intrinseca podem permanecer normais e quiescentes
em organismos jovens, desencadeando a formacgdo de neoplasia quando submetidas ao

ambiente celular de organismos velhos.



Abstract

Bone marrow mononuclear cell transplantation has been successfully used in the
treatment of several pathologies. However, stem cell injections have not been examined
in models of natural aging. In this study we derived bone marrow mononuclear cells
from young c57Bl/6 EGFP mice and investigated the effects of transplantion into aged
mice. EGFP transgenic mice have been an important tool in the study of stem cell
behavior both in vivo and in vitro models. The bone marrow mononuclear fraction has
been intensively used in animal experiments and human clinical trials and EGFP
transgenic mice cells are the basis for many experiments involving bone marrow
mononuclear cell transplantation. However, the EGFP mice mononuclear fraction has
never been characterized concerning cellular content, stages in cell division and
cytogenetic stability. We performed the cytometric characterization of EGFP transgenic
mice bone marrow mononuclear cells, profiling cell proportions in stages of
differentiation and cell division, as well as ploidy. We also make the cytogenetic control
of these cells to determine chromosomic stability under cultivation. Aged ¢57B1/6 mice
were transplanted with young c¢57B1/6 EGFP mice mononuclear cells. The general
health and reproductive performance before and after transplantation was recorded, and
histopathological analysis was performed after the death of the animals. All injected
mice developed an hemolymphoid neoplasia of high histological degree originating
from the transplanted cells upon reaching average death age for ¢57Bl/6. Neoplastic
cells were found in the liver, spleen and lymph nodes, leading to death in a few weeks.
Cytogenetic analysis showed abnormal karyotypes in cultured tumor cell lines obtained
from these mice. The injected EGFP mononuclear cells have a normal cytometric
profile, including normal ploidy, but upon cultivation for cytogenetic analysis loose
stability, presenting polyploidy in many of the analyzed cells. These results suggest a
mechanism of genetic instability innate to these cells. In a parallel experiment of
heterologous bone marrow mononuclear cell injections in mixed breed dogs with
neurologic canine distemper sequels, there was remission of symptoms in most patients
and no neoplasia outcomes after an 8 months follow up. Our results highlight the
relationship between stem cells, aging and tumorigenesis and suggest the need for
careful investigation of the adverse effects of stem cell therapies due to their neoplastic

potential.
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1 - Introduciao e Revisao Bibliografica

O processo de envelhecimento, através do qual todos os organismos
multicelulares devem passar, até suas mortes, vem desafiando defini¢des. Algumas
teorias enfatizam a acumulagdo de mutagdes ao longo da vida do organismo, como a
principal causa dos sintomas associados com o envelhecimento (1,2). Outras destacam
os efeitos de mutagdes deletérias em genes associados com mecanismos de reparo de
DNA (3). As mitocondrias certamente t€ém um papel preponderante no processo de
envelhecimento e mutacdes em genes relacionados com a respiracdo celular, podem
desencadear cascatas de mutagdes devido ao acimulo de radicais livres do oxigénio (4).
Existe também a abordagem de uma perspectiva evolucionista, de uma possivel
determinagdo genética para o envelhecimento e a extensdo da vida dos organismos
(5,6,7,8). O debate sobre a imortalidade das linhagens de células germinativas, inter
relacionado com a mortalidade das células somaticas (1,9), também levanta questdes
interessantes quanto ao potencial regenerativo de reservas celulares indiferenciadas,
constituidas pelas células-tronco. No entanto, ndo ¢ possivel furtar-se ao fato de que o

envelhecimento ¢ um fendmeno multifatorial (4).

Apesar de serem conhecidas por seu potencial de regeneragdo, algumas vezes
ilimitado, as células tronco também envelhecem (9,10). A perda de mecanismos de
sinalizacdo e reparo (11) e o encurtamento dos teldmeros podem diminuir ou extinguir
o potencial de regeneragdo de células progenitoras indiferenciadas, as quais cumpriram
sua fun¢do regenerativa quando o organismo e as células eram mais jovens (12).
Obviamente, ndo somente as células envelhecem, mas também o organismo no qual
residem, o que implica em influéncia alterada do nicho celular em células ja danificadas

pelo envelhecimento (11,13).

As terapias que utilizam células-tronco adultas e de cordao umbilical, estdo entre
as mais testadas em organismos vivos e bons resultados tem sido alcangados contra as
mais variadas patologias, incluindo-se aquelas normalmente associadas com o
envelhecimento, tal como a diabetes dependente de insulina (14). A recuperacao de
processos inflamatorios cronicos (15), a regeneracdo de lesdes musculares e neuronais
(16,17,18,19) bem como a prevengdo de doengas auto-imunes (20,21) também

sinalizam para o potencial das células-tronco adultas e de corddo umbilical como
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ferramentas para uma possivel reversao dos sintomas do envelhecimento. Ainda assim,
injecdes de células-tronco em modelos de envelhecimento natural ainda ndo foram
testadas, sendo que este fato constitui um importante desconhecimento sobre o

comportamento de células-tronco jovens em nichos envelhecidos.

A fracdo mononuclear de medula 6ssea constitui-se de um “pool” de células,
com uma grande porcentagem de células precursoras linfoides, que dao origem aos
linfocitos, NKC (Natural Killer Cells) e células precursoras mieldides, as quais dao
origem as demais células sanguineas, além de uma pequena porcentagem de células
tronco mesenquimais. A op¢ao predominante de utilizacdo da fragdo mononuclear na
terapéutica com utilizacdo de células tronco deve-se ao fato de que esta fragdo pode ser
utilizada sem a necessidade de cultivo para expansdo, como ocorre no caso das células
tronco mesenquimais puras. Como as cé¢lulas tronco mesenquimais ocorrem em pequena
porcentagem na fracdo mononuclear total, para obter-se concentragdes terapéuticas
destas células torna-se necessario expandi-las em cultivo. Esta expansdo traz o
inconveniente de submeter as células a condi¢des de stress inerentes ao cultivo, as quais
podem ocasionar instabilidade genética, que pode acarretar o surgimento de células
neoplasicas. Além disso, estd demonstrado que as células “acessorias”, aquelas que ndo
sd0 mesenquimais indiferenciadas, possuem um papel relevante nos processos de

sinalizacdo e modulacdo da inflamagdo em terapias celulares bem sucedidas (24).

A proteina GFP (Green Fluorescent Protein) derivada da agua viva Aequorea
victoria ¢ uma ferramenta fundamental na criagdo de diversos modelos experimentais
importantes, na medida em que sua utilizagdo permite a marcagdo do sujeito
experimental, tornando féacil o acompanhamento e identificagdo deste ao longo de um
experimento devido a fluorescéncia intrinseca da proteina. Esta fluorescéncia pode
ocorrer no espectro da luz ultra violeta visivel ou invisivel, devendo-se a transferéncia
de elétrons que ocorre em um sitio da molécula designado cromoforo. Esta transferéncia
de elétrons faz com que a proteina entre em um estado ionizado (22), fato que pode ter

implicagdes para sua utilizagdo em bioexperimentagao.

Incontaveis modelos transgénicos foram gerados a partir da clonagem do gene
GFP e, entre estes, destaca-se o camundongo transgénico EGFP. O gene inserido neste

camundongo possui um promotor de actina, o qual faz com que a proteina GFP em sua
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forma realgada (Enhanced Green Fluorescent Protein) seja expressa em todas as células
e tecidos do organismo,exceto eritrocitos e pelos (23). E interessante notar que estes
camundongos apresentam uma sindrome renal glomerular que ndo ocorre na linhagem
c¢57Bl/6 ndo transgénica, ficando evidente o fato de que algum fator ligado a
transgénese causa modificacdes fisiologicas epigenéticas, cujas causas ainda nao foram

desvendadas (25).

Trabalhos que enfocam o processo regenerativo mediado por células tronco em
organismos vivos tornam-se simplificados e mais precisos com a utilizacdo desta
importante ferramenta, ja que a proteina GFP ndo apresenta efeito citotoxico
significativo in vivo, ainda que experimentos in vitro tenham detectado que ela pode ter
efeito deletério em células cultivadas. Estes efeitos estdo relacionados com uma
producao aumentada de agentes oxidativos devido a fluorescéncia intrinseca a proteina,
sendo que células em cultivo sofrem efeitos deletérios relacionados com o stress

oxidativo (26).

Durante o processo de aperfeicoamento da purificacdo de células mononucleares
de medula 6ssea, utilizamos medula de cdes devido a sua maior disponibilidade e
quantidade para ensaios técnicos. A partir dos resultados obtidos, paralelamente ao
experimento com camundongos, executamos um experimento de injegdo terapéutica de
células alogeneicas mononucleares de medula 6ssea em caes com seqiielas neuroldgicas
de cinomose, visando testar a eficdcia terapéutica e seguranga do procedimento no que

concerne a formacdo de neoplasia nos animais injetados (27).

1.1 - Hipotese Inicial

A injecdo de células mononucleares de medula 6ssea jovens em camundongos

idosos pode prolongar a sobrevida destes.
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2 - Materiais e Métodos

2.1 - Caracterizacio da Fracao Mononuclear de Medula Ossea de camundongos

¢S7BV/6 EGFP

2.1.1 - Animais experimentais

Para efetuarmos esta caracterizacdo, foi mantida uma colonia reprodutiva de
camundongos transgénicos ¢57BlI6/EGFP nas dependéncias do CEMIB/Unicamp, tendo
sido realizada histerectomia das primeiras matrizes para limpeza dos embrides. As
matrizes limpas derivadas da histerectomia foram mantidas em condi¢des SPF (Specific
Pathogen Free) sendo os camundongos sempre manipulados dentro de isoladores de
pressdo positiva (ALESCO, Monte-Mor,SP), sem nenhum contato com o ambiente

externo.

Foi oferecida racdo para roedores e agua ad libitum aos animais, sendo estes
mantidos em perfeita condicdo sanitaria, atestada por verificacdes periddicas efetuadas

pelo Laboratorio de Controle Sanitario do CEMIB/Unicamp.
2.1.2 - Extracio e purificacdo da fracao mononuclear de medula 6ssea

As células mononucleares a serem caracterizadas foram obtidas da medula de
ossos longos de camundongos c¢57BI6/EGFP de 4 a 6 semanas de idade através da
extragdo asséptica em fluxo, sendo purificadas por centrifugacdo em gradiente de Ficoll
( Histopaque 1119 and 1017, 1:1; Sigma, St. Louis, MO ) a 1000xG por 15 minutos.
Ap6s duas lavagens em meio RPMI (Sigma), as células foram ressuspendidas em salina,

filtradas sobre 1a de nylon e contadas em camara de Neubauer.
2.1.3 - Citogenética

Para a analise citogenética as células mononucleares de medula 6ssea foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco), suplementado com 10% de soro bovino

(Gibco), glutamina 1% (200mM) (Gibco), gentamicina 1% (Gibco).

As células em divisdo ativa foram bloqueadas na metafase com a utilizagao de
Colcemid (0,1pg/mL) (Gibco), destacadas da superficie de cultivo com tripsina (0,25%)
(Gibco) e intumescidas pela exposi¢ao a solugao hipotonica de KCI (0,057M) (Merck).
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As células foram entao fixadas em solugdo de etanol/acido acético para preparagdo de

laminas.

A analise citogenética dos cromossomos em metafase foi feita por bandeamento
GTG (GTG-banding) (28). As imagens foram capturadas com microscopio BX60 e

software Image Pro Plus.

As células foram analisadas aos 14 e 27 dias de cultivo.

2.1.4 - Citometria de fluxo

Foi efetuada a citometria de fluxo para caracterizar os tipos celulares presentes
na fracdo mononuclear de medula o6ssea dos camundongos c57Bl/6 EGFP,
determinando suas porcentagens na fracdo mononuclear total. Para isso foram utilizados

os seguintes marcadores de superficie de membrana:
CD 44,CD 45,SCA - 1eCD 14.
2.1.5 - Citometria de ciclo celular

A citometria de ciclo celular caracteriza a fracdo mononuclear quanto a fases de

divisdo celular e ploidia

2.2 - Injecao de células mononucleares em camundongos idosos

2.2.1 - Animais experimentais e controles

Foi mantido, em condi¢des SPF, um grupo de 24 camundongos C57BI16/Uni machos,
isolados individualmente em caixas, cada um com uma fémea BalbC/Uni jovem,
trocada periodicamente para assegurar maxima fertilidade, sendo acompanhado o
desempenho reprodutivo desses animais até a idade determinada para o experimento. Os

animais experimentais foram divididos em dois grupos:

-Idade limite de mortalidade (velhice extrema). Definida pela morte natural de 50% do

total de animais considerado (29). 4 experimentais / 3 controles

-Meia-idade. Definida pela metade aproximada da média de idade de mortalidade para a

linhagem C57Bl/6. 5 experimentais / 2 controles
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Todos os animais foram mantidos nas dependéncias do CEMIB/Unicamp, sendo
sempre manipulados dentro de isoladores de pressdo positiva (ALESCO, Monte-

Mor,SP), sem nenhum contato com o ambiente externo durante todo o experimento.

Foi oferecida racdo para roedores e agua ad libitum aos animais, sendo estes
mantidos em perfeita condicao sanitaria, atestada por verificacdes periddicas efetuadas

pelo Laboratdrio de Controle Sanitario do CEMIB/Unicamp.
2.2.2 -Transplante de Células-Tronco

As células-tronco foram obtidas da medula de ossos longos de camundongos
c¢57BI6/EGFP de 4 a 6 semanas de idade através da extragdo asséptica em fluxo, sendo
purificadas por centrifugagdo em gradiente de Ficoll ( Histopaque 1119 and 1017, 1:1;
Sigma, St. Louis, MO ) a 1000xG por 15 minutos. Apds duas lavagens em meio RPMI
(Sigma), as células foram re suspendidas em salina, filtradas sobre 1a de nylon e

contadas em camara de Neubauer para ajustes de concentracao.

Apos atingida a idade experimental dos animais, as injeg¢des foram inicialmente
programadas para ocorrerem mensalmente, sendo no entanto esta programacao
interrompida apds o aparecimento dos primeiros sinais de neoplasia no grupo de velhice
extrema. Foram portanto realizadas ao todo duas injecdes com intervalo de um més
entre elas. Todos os animais experimentais foram injetados nos mesmos dias e com

células oriundas das mesmas amostras.
As injegdes ocorreram de acordo com o seguinte protocolo:

1* injecao: Ambos os grupos (velhice extrema e meia-idade) receberam, para cada
animal, 2x10’células-tronco em suspensdo em 200ul de salina, através de inje¢do via
plexo orbital. Os camundongos foram anestesiados por injecdo intraperitonial de
Avertim (0,3 ml) antes do procedimento. Os controles também foram anestesiados com
Avertim e passaram pelos mesmos procedimentos que os animais experimentais, exceto

que as injegoes via plexo orbital foram feitas com 200pl de salina pura.

2* injecdo: Ambos os grupos (velhice extrema e meia-idade) receberam, para cada
animal, 2x10°élulas-tronco em suspensdo em 200ul de salina, através de injegdo

intraperitonial, feita sem anestésico com contencdo manual dos animais. Os controles
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passaram pelos mesmos procedimentos que os animais experimentais, exceto que as

injecdes foram feitas com 200l de salina pura.
2.2.3 - Determinacio de Desempenho Reprodutivo e Estado Geral

Foram feitos registros sobre o desempenho reprodutivo de todos os animais,
desde 6 meses antes das injegdes até o final do experimento, com a morte do ultimo
animal injetado ou controle. Todos os camundongos receberam fémeas jovens adultas
BalbC/Uni SPF, as quais foram trocadas periodicamente para assegurar sua aptidao

reprodutiva.
2.2.4 - Histopatologia

Apbs a morte dos animais experimentais e controles, foram coletados seus
orgdos, que foram fixados em formaldeido a 4%, desidratados em fenol e emblocados

em parafina.

Foram preparadas seccoes de Sum e fixadas com acetona gelado. Para detectar-
se a presenga de células-tronco EGFP transplantadas nos tecidos fixados, as secgdes
foram incubadas com anticorpo anti-EGFP conjugado com isotiocianato (Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, CA) e duplamente corado com anti-miosina conjugado
com biotina (American Qualex, San Clemente, CA), sendo efetuada a revelagdo com
streptavidina cicromo 3 (streptavidin cychrome 3 -PharMingen). A contracoloragdo foi

feita com DAPI, para visualiza¢do dos nucleos.

A presenga de células fluorescentes foi determinada por observacdo em

microscopio AX 70, com sistema de epifluorescéncia, utilizando-se filtros apropriados

(Olympus).

A caracterizagdo das células foi feita através de exame morfologico e
citogenético. A andlise morfologica foi realizada através da coloragdo com
Hematoxilina-Eosina e visualizagdo em microscopia Optica com registro fotografico dos

cortes histologicos.

2.2.5 - Cultura de Células e Analise Citogenética

Foram derivadas duas linhagens celulares tumorais do figado de 2 animais
experimentais sacrificados, as quais foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco),
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suplementado com 10% de soro bovino (Gibco), glutamina 1% (200mM) (Gibco),

gentamicina 1% (Gibco).

As células em divisdo ativa foram bloqueadas na metafase com a utilizagdo de
Colcemid (0,1png/mL) (Gibco), destacadas da superficie de cultivo com tripsina (0,25%)
(Gibco) e intumescidas pela exposicao a solucdo hipotdnica de KCl (0,057M) (Merck).
As células foram entdo fixadas em solucdo de etanol/acido acético para preparacdo de

laminas.

A anadlise citogenética dos cromossomos em metafase foi feita por bandeamento
GTG (GTG-banding) (28). As imagens foram capturadas com microscopio BX60 e

software Image Pro Plus.

2.3 - Injecoes de células mononucleares de medula 0ssea alogeneicas em cées

Foram realizadas inje¢des alogeneicas de células mononucleares de medula
ossea em cdes com seqlielas neurologicas de cinomose, visando estabelecer o potencial
terapéutico destas células e testar a seguranga de injecdes alogeneicas, visto que alguns
doadores poderiam apresentar instabilidade genomica ndo detectada, favorecendo o

surgimento de eventuais neoplasias.
2.3.1 - Animais experimentais

Foram utilizados como receptores 11 caes com seqiielas neuroldgicas com pre-

diagnostico de cinomose e 5 animais saudaveis como doadores da medula 6ssea.

Dos 11 caes tratados, 7 apresentavam manifestacdes clinicas agudas ou recentes
da doenca, dos quais 2 manifestavam paraplegia e incoordenacdo de membros pélvicos,
com diminui¢do ou auséncia de resposta proprioceptiva (Figuras 1 e 2), 1 alem destes
sinais, pneumonia, conjuntivite e convulsdes parciais, 1 gastrenterite, conjuntivite,
pneumonia, convulsdo e desidratagdo, 1 paraplegia e déficit de coordenacdo de
membros pélvicos, com diminuigdo da resposta proprioceptiva e convulsdes parciais
com vocalizacdo constante, 1 paraplegia e incoordenagdo de membros pélvicos, sem
nenhuma resposta proprioceptiva e convulsdes parciais e 1 apenas mioclonias e anemia
ferropriva. Quatro animais manifestavam sinais cronicos, ha pelo menos 3 meses e por
até 4 anos. Destes, 2 apresentavam paraplegia e incoordenacdo motora em membros

pélvicos, 1 déficit de coordenacao, ablepsia ¢ andar em circulos ¢ 1 mioclonia.
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2.3.2 - Extracao e purificacdo das células mononucleares

As células mononucleares foram obtidas da medula ¢ssea extraida por pungdo do
escudo iliaco dos cdes doadores, apds anestesia com a combinacdo do cloridrato de
xilazina (Rompum — Bayer™) com a associagdo de cloridrato de tiletamina e zolazepam
(Zoletil — Virbac®), sendo purificadas por centrifugacdo em gradiente de Ficoll
(Histopaque 1119 e 1017, 1:1; Sigma, St. Louis, MO) a 1000xG por 15 minutos. Apos
duas lavagens em meio RPMI (Sigma), as células foram re-suspendidas em salina,
filtradas sobre 1a de nylon e contadas em camara de Neubauer para ajustes de

concentracao.
2.3.3 - Injecao das células mononucleares

Doses entre 1,00 x 10% e 2,50 x 10% de células mononucleares de medula dssea

foram injetadas, por via intravenosa, nos pacientes selecionados para o tratamento.

2.4 - Tratamento Estatistico

2.4.1 - Tabulacio dos dados do experimento com camundongos

Foi feito o registro das idades em que os animais receberam a injecdo e a idade
de morte para ambos os grupos e seus controles, efetuando-se a média e desvio padrao
das idades. Foi também determinado o intervalo de tempo entre a inje¢do ¢ a morte dos
animais para ambos os grupos ¢ seus controles, efetuando-se a média e desvio padrao
dos intervalos de mortalidade. Dessa forma foi tragada a curva de sobrevivéncia para

ambos 0s grupos e seus controles.

Também foram registrados os nascimentos e numero de filhotes para ambos os
grupos e seus controles, fazendo-se a média e desvio padrao do nimero de filhotes por
grupo ¢ do intervalo entre partos. Foi feita a tabulacdo comparativa entre os dados

reprodutivos dos animais experimentais e seus controles antes e depois das injecgoes.

2.5 - Laboratorios e Infra-Estrutura para Desenvolvimento do Projeto

- Manutengdo e manuseio dos camundongos, extragdo ¢ injecdo de células tronco:
Laboratério de Genética do CEMIB/Unicamp — Responsavel: Prof. Dr. Luiz Augusto

Correa Passos
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- Inspegdo sanitaria: laboratorio de Inspegdo Sanitaria do CEMIB/Unicamp —

Responsavel: Prof. Dr. Rovilson Giliolli.

- Histopatologia: Laboratério do Departamento de Anatomia Patologica / FCM /

Unicamp. Responsavel: Prof. Dr. José Vassallo

- Citogenética: USC/FAMEMA — Laboratorio de Citogenética — Responsavel: Prof. Dr.

Spencer Luiz Marques Payao.
3 - Resultados

3.1 - Caracterizacao da Fracao Mononuclear de Medula Ossea de camundongos

¢S7Bl/6 EGFP

3.1.1 - Citogenética

As células foram analisadas aos 14 e 27 dias de cultivo, mostrando uma

proporc¢ao anormal de células geneticamente alteradas no total de metafases analisadas.

Tabela 1:Andlise de metafases de células mononucleares de medula ¢ssea EGFP jovens.

CULTIVO RESULTADO | RESULTADO

NORMAL ALTERADO

14 DIAS 11 02 13

27 DIAS 04 03 7
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Observou-se poliploidia nas células alteradas.

Fig.1 — Célula EGFP jovem poliploide apds 14 dias de cultivo

3.1.2 - Citometria de fluxo

O marcador CD 44 determina a populacdo de células estromais que possuem

esta glicoproteina de superficie de membrana relacionada com adesdo celular (Graf. 1).
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Grafico 1 - Proporg¢ao de células CD 44: 79,73%
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O marcador CD 45 caracteriza as células hematopoiéticas, sendo uma tirosina

quinase que se expressa em precursores linfoides ou mieldides (Graf.2).
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Grafico 2 -Proporgao de células CD 45: 69,37%

O marcador SCA — 1 caracteriza a populagdo de células propriamente
designadas como células tronco mesenquimais. Esta ¢ a populacdo de células
precursoras mais indiferenciadas e que demonstram capacidade de diferenciagdo em

todos os tipos celulares (Graf.3).
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Grafico 3- Propor¢ao de células SCA-1: 1,53%
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O marcador CD 14 caracteriza os mondcitos presentes na fragcdo mononuclear. Sdo uma
populacdo de células ja diferenciadas, mas que exercem um importante papel nos

processos regenerativos mediados por células tronco (Fig 5).
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Grafico 4- Proporcao de células CD 14: 1,64%

As proporgdes encontradas na citometria de fluxo estdo dentro do esperado para
a fracdo mononuclear de medula Ossea, contendo uma maioria de precursores
hematopoiéticos e uma pequena porcentagem de células tronco mesenquimais e

monodcitos.
3.1.3 - Citometria de ciclo celular

A citometria de ciclo celular ndo detectou nenhuma anormalidade na proporgao

de células em cada fase de divisao celular e ploidia (Graf.5).
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Grafico 5 — Ploidia e fases de divisao das células jovens EGFP mononucleares de
medula 6ssea.

25



3.2 - Injecao de células mononucleares em camundongos idosos:

3.2.1 -Analise do desempenho reprodutivo

Apb6s a injecdo com as células mononucleares de medula 6ssea, o grupo G1
retomou a atividade reprodutiva. Trés dos cinco camundongos injetados reproduziram-
se apos um periodo de 4 meses sem reproducdo anterior a injecdo. Um dos animais
injetados reproduziu consistentemente até os 31 meses de idade e sua ultima fecundagao
produziu 10 neonatos, sendo que todos sobreviveram até a idade adulta (Graf.6).

Nenhum dos camundongos controle retomou a atividade reprodutiva.
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Grafico 6 - Analise do desempenho reprodutivo dos camundongos receptores do grupo G1.
3.2.2 - Analise de sobrevida

Os camundongos do grupo Gl que receberam a injecdo de células
mononucleares de medula 6ssea permaneceram visivelmente mais saudaveis que os
camundongos controle durante o experimento, sem apresentarem curvatura acentuada
da espinha ou queda de pelos até que atingiram a idade de sobrevida média para a
linhagem c57Bl/6 (), quando repentinamente desenvolveram hepatomegalia visivel, que
demonstrou ser conseqiiéncia de formagao neoplésica, aproximadamente um ano apos
as injegdes. O grupo G2 ndo apresentou recuperacdao reprodutiva e todos os animais
injetados desenvolveram hepatomegalia e neoplasia, morrendo pouco tempo apos as
injecoes (Tabela 2). A média de dias entre a constatacdo de hepatomegalia e a morte dos

animais foi de 16 (£14).
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Tabela 2 : Idade dos animais injetados e controles no dia da injecdo e no dia da

morte (Média = S.D.)

G1, G2: experimental / CG1, CG2: controle

Idade na injecio Idade na morte Inj./Morte
Dias Meses Dias Meses Dias Meses
Gl 418+54 13.9+1.8 803+167 26.8+5.6 381+122 12.7+4.1
CGl1  428+0 14.3+0 740224 24.7+7.5 3124224 10.4+7.5
G2 78725 26.2+0.8 837+31 27.9+1 51+15 1.7+0.5
CG2 760+49 25.3+1.6 818+£17 27.2+0.4 58+51 1.8+1.6

3.2.3 - Transformacio neoplasica das células mononucleares injetadas em

camundongos idosos

Todos os camundongos injetados desenvolveram uma neoplasia caracterizada
por analise histologica como: neoplasia hemolinféide de alto grau histologico, morrendo
alguns dias apds os primeiros sintomas visiveis de hepatomegalia. Tanto o grupo G1
como o G2 e seus respectivos controles morreram dentro da faixa esperada de sobrevida
média para a linhagem c¢57Bl/6. No entanto, nenhum dos animais controle desenvolveu

hepatomegalia ou a tipica neoplasia observada nos animais injetados.

Analise histopatologica dos tecidos dos camundongos receptores revelou que as
células neoplasicas eram EGFP+, sendo derivadas das células injetadas, atingindo os
linfonodos, bago e figado. Todos os animais injetados apresentaram o mesmo tipo de
neoplasia hemolinféide de alto grau histologico. A neoplasia foi caracterizada por
analise morfologica, ficando evidente a perda de arquitetura celular, a cromatina
evidente ¢ o niumero aumentado de meioses, denotando alta atividade proliferativa.
Pode-se observar também a presenca de plasmocitos, que sugerem a possibilidade de

um linfoma tipo B.
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Observou-se também metaplasia mieldide no baco e no figado tanto dos
camundongos injetados como dos controles. A metaplasia mieldide ¢ um evento normal
nestes orgdos de camundongos, visto que possuem fun¢do hematopoiética durante a fase
embrionaria. Entretanto, nos camundongos injetados a metaplasia foi potencializada,

com formacao de células mieléides EGFP+ e um aumento de ocorréncia em relagdo aos

controles.

RAL i
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Fig.5: figado controle (400X)
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Fig.7: linfonoo eri-traquel nolésico (100X)
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Fig.8: Metaplasia mieloide (controle) ( OOOX)
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Apo6s marcagdo imunohistoquimica para a proteina EGFP ¢ o marcador CK18
(caracterizac@o de hepatocitos) de um corte da massa tumoral do figado, ficou evidente

que a neoplasia ¢ formada por células EGFP+, portanto oriundas dos doadores (Fig).

Fig.10 — corte de figado com células EGFP+ tumorais (verde), hepatocitos

normais CK18+(vermelho), ntcleos evidenciados em azul (DAPI) (400X).
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Os seguintes 6rgdos analisados ndo apresentaram sinais de transformacao neoplasica:
testiculo - cérebro — coragao - rins - pulmao - vesicula seminal

Duas linhagens diferentes de células neoplasicas foram derivadas de fragmentos

do figado de dois animais do grupo G2.

Fig.11 — células EGFP+ (verde) de linhagem tumoral extraida de fragmento do

figado de animal injetado. Nucleos evidenciados em azul (DAPI) (1000 X).
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Foram analisadas 20 metafases, todas anormais, com ocorréncia de poliploidia,

cromossomos circulares e cromossomos acéntricos nestas linhagens (Figs. 12 ¢ 13).
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Fig.12 e 13: Poliploidia, cromossomos circulares e quebras cromossomicas em células

de linhagem tumoral EGFP+.

3.3 - Injecao de células mononucleares de medula 6ssea alogeneicas em caes

Dos 7 animais com cinomose aguda ou recente, 5 apresentaram remissdo completa dos
sinais clinicos (Figuras 3, 4 ¢ 5). Destes, apenas 2 ndo tiveram melhora completa, tendo
seus responsaveis optado por eutanasia, um deles menos de 1 més ap6s o transplante e o
outro, 2 semanas apds um segundo transplante, sendo que este Gltimo apresentava ainda
sinais associados a fase virémica da doenga, com pneumonia e conjuntivite severas. Dos
animais com sinais cronicos, 3 apresentaram melhora visivel na primeira semana ap6s o
transplante, contudo, 2 deles, apoés curto periodo de estabilidade, apresentaram
novamente os mesmos sinais clinicos vistos antes do transplante. O animal que
apresentava ablepsia teve melhora dos outros sinais, mas ndo recuperou a visdo.
Nenhum dos animais apresentou neoplasia apds 8 meses de acompanhamento.

Corregdo adicionada a Disserta¢éio em 3 de maio de 2012:

A descricdo da secdo 2.3 “Inje¢Ges de células mononucleares de medula éssea alogeneicas em
cdes” e 3.3 “Injecdo de células mononucleares de medula déssea alogeneicas em cdes”
incluindo as figuras 14, 15 e 16 sdo provenientes do estudo de numero 27 (Brito HFV, Corat
MAF, Santos MR, Gilioli R, Passos LAC, Lancelloti M, Ferreira F, Li LM. Tratamento de sequelas
neuroldgicas em cdes, causadas por infec¢do pelo virus da cinomose, através do transplante
alogénico de células mononucleares de medula éssea. Medvep 2010; 8(24); 26-29) da lista de
referéncias desta dissertagao.
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Fig.14: Animal com seqiiela recente de cinomose canina, apresentando paraplegia e

incoodenacdo de membros pélvicos, com visivel atrofia muscular.

Fig.15: Animal mostrado na figura 14, duas semanas apds o transplante de células
mononucleares. Nota-se visivel recuperacdo, no entanto, o animal apresentava ainda

déficit proprioceptivo.
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Fig.16: Animal mostrado na figura 14, 42 dias ap6és o transplante de células
mononucleares. Nota-se visivel recuperacdo, com recuperacdo completa da

musculatura. O animal recuperou completamente a capacidade proprioceptiva.
4 - Discussao

E conhecido o fato de que as células-tronco adultas injetadas tendem a se
acumular no figado e baco dos receptores, permanecendo quiescentes, sem interferir
com a fun¢@o normal destes 6rgdos (30,31,32). Nao se sabe se estas células exercem
fungdes regenerativas de longo prazo no organismo injetado, funcionando como reserva
celular, ou se, quando submetidas a longa maturacdo no organismo do hospedeiro,
passam por modifica¢cdes que poderiam afetar sua estabilidade gendmica, ocasionando a

formagao de linhagens tumorais.

Estes dois processos antagdnicos somente poderiam ser testados em modelos de
envelhecimento, permitindo-se que as células injetadas sofram a acdo de um nicho
envelhecido e determinando as modificagdes reciprocas envolvidas. Em nosso modelo,
ficou evidente que células jovens com predisposi¢ao a instabilidade, como € o caso de
células com fendtipo “mutator” (33), podem ser afetadas pelo nicho envelhecido
sofrendo transformagdo neoplasica mesmo apos longo tempo de quiescéncia sem

prejuizo aparente ao organismo receptor.

Diversas teorias sobre o impacto da instabilidade gendomica na formagdo de

neoplasias foram propostas. Entre as questdes mais prementes suscitadas por este
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contexto, estdo as seguintes: a instabilidade gendmica € um evento que ocorre antes ou

apos a formacdo de neoplasias? A instabilidade gendémica ¢ a for¢ca motriz da

tumorigenese? Um genoma instavel € necessario para a evolucdo das neoplasias?

Deve-se também destacar que, na ultima década, o conceito de “célula
cancer”’surgiu do reconhecimento do fato de que apenas uma pequena fracdo de células
tumorais parecem reter a capacidade de auto-regeneracdo e proliferagdo ilimitada (34).
Ao mesmo tempo, sabe-se que o cancer ¢ uma doenga relacionada com o
envelhecimento, desenvolvendo-se no limite de senescéncia das células proliferativas

(35).

Uma outra perspectiva sobre a relagdo entre envelhecimento e tumorigenese ¢
fornecida pela hipotese do fenotipo “mutator” (33), que considera que mutacdes
relacionadas com a perda de estabilidade genética da célula precedem as mutacdes
propriamente tumorigénicas, sendo que seriam necessarias condi¢des ambientais
determinadas para que se deflagre o efeito desestabilizador dos genes “mutator” (36)
Estas mutacdes podem ocorrer na linhagem germinativa de células-tronco, originando
sindromes tumorais hereditdrias. Uma questdo muito pertinente levantada pela
existéncia destas sindromes ¢ a da interacdo entre as células portadoras do gene
“mutator” e seu nicho, o qual pode determinar o tipo de tumor apresentado devido a

selecdo clonal de linhagens de células transformadas (37).

A comparacdo de células mesenquimais de medula 6ssea e de tecido adiposo de
camundongo ¢57B1/6 EGFP e ¢57Bl/6 ndo detectou nenhuma diferenga significativa em
termos de potencial de diferenciacdo, bem como nenhuma morfologia ou
comportamento anormal destas células (38), o que estd de acordo com o perfil

citométrico normal encontrado em nosso estudo.

Os estudos de citogenética realizados com células tronco de medula 6ssea de
camundongos ¢57Bl/6 normais ndo detectaram nenhuma anormalidade cromossomica
destas células em cultivo (39). No entanto, visto que realizamos pela primeira vez a
caracterizacdo citogenética de células mononucleares de medula 6ssea da variedade
transgénica EGFP do camundongo ¢57Bl1/6, encontramos altera¢des significativas, as

quais poderiam ser determinadas por fatores definidos.
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A inser¢ao do transgene poderia causar uma alteragao posicional no ADN
receptor (delecdo ou “frame-shift”), sendo que se esta alteragdo atingir genes
relacionados com a estabilidade celular, teriamos o fendtipo geneticamente instavel
observado. Entretanto ha evidéncias de que o camundongo transgénico c57Bl16/EGFP

nao possui tais alteragdes em seu genoma (25).

Outra possibilidade seria a induc@o de stress oxidativo pela proteina GFP, na
medida em que mesmo no espectro de luz ultravioleta visivel, esta proteina emite
fluorescéncia, sendo este processo dependente da ionizagdo da molécula. Foi
demonstrado que a proteina GFP pode ter efeitos citotoxicos em culturas de células,

devido aos residuos oxidativos da fluorescéncia (26)

Quando ocorre desequilibrio entre produg@o de agentes oxidativos e mecanismos
endogenos de metabolizagdo, aumenta a taxa de mutacdes pontuais aleatorias, as quais
podem eventualmente atingir genes relacionados com o proprio metabolismo dos
agentes oxidativos ou outros genes relacionados com a estabilidade genética da célula.
Esta caracteristica de aumento de stress oxidativo da célula devido a agdo da proteina
GFP pode estar determinando um fendtipo “mutator” nestas células, de acordo com a
hipdtese proposta por Loeb (33), manifestando-se como a instabilidade citogenética em
cultivo detectada em nosso estudo e a transformagdo neoplasica ocorrida nos

organismos de idade extrema.

E interessante notar que a sub regulagio de mecanismos enddégenos de
destoxificacdo de agentes oxidativos ¢ uma das caracteristicas de um organismo
envelhecido (4). A produgdo de agentes oxidativos pelas células jovens injetadas pode
ser potencializada por seu predominio reprodutivo em relagdo as células envelhecidas
do proprio organismo (40), sendo que ao ser ultrapassado determinado ponto de sub-
regulacdo de mecanismos destoxificantes, o fenotipo mutator sera agravado,
favorecendo o surgimento de linhagens tumorais que sofrerdo selecdo clonal pelo
ambiente do organismo. Neste experimento, a selecdo clonal de uma determinada
linhagem tumoral ficou evidente no fato de que todos os animais injetados apresentaram
o mesmo tipo de tumor, sugerindo que as células contribuiram apenas com sua

instabilidade gendmica e maior incidéncia de muta¢des pontuais aleatdrias, enquanto
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que o ambiente celular determinado pelo organismo envelhecido dos camundongos

isogénicos ¢57B1/6 foi o responsavel pela selecdo da linhagem tumoral detectada.

, .

O sistema imunoldgico em organismos velhos ¢é significativamente menos
funcional que em organismos jovens (41), fato que poderia definir uma maior propensao
a formacdo de neoplasia devido a auséncia de mecanismos de deteccdo de células
defeituosas e inducdo a apoptose, entretanto, realizamos a injecdo de células jovens
EGFP em linhagens de camundongos imunodeprimidos (Corat et al. resultados ndo
publicados) sendo que estes ndo apresentaram evidéncias de neoplasia mediante analise
histologica apos 8 meses de acompanhamento, sugerindo ndo ser o sistema imunoldgico
sub funcional o mecanismo envolvido com a transformagao neopldsica detectada neste

trabalho.

Os resultados do experimento com injecdes alogeneicas em cdes sugerem o
grande potencial terapéutico deste procedimento, sendo que a formagdo de neoplasia
parece estar restrita as condi¢des prévias detectadas no experimento com camundongos,
quais sejam: células jovens geneticamente instaveis injetadas em organismos que

atingiram envelhecimento extremo.
5 - Conclusées

A hipotese inicial ndo se confirmou neste experimento, sendo que nao houve
aumento de sobrevida dos camundongos velhos injetados, porém deve-se levar em
consideracdo que foi detectada instabilidade intrinseca nas células jovens injetadas,
havendo indicios de que a neoplasia observada pode ter sido deflagrada pelas condicdes

de ambiente celular dos organismos velhos receptores.

As células mononucleares de medula 6ssea de camundongos transgénicos
¢57BIl/6 EGFP apresentaram perfil citométrico normal quanto a tipos celulares, fases de
divisao celular e ploidia. Entretanto, apds cultivo para analise citogenética estas mesmas
células demonstraram instabilidade genética, apresentando uma proporg¢ao significativa
de células poliploides alteradas, mediante fixacdo das metafases e visualizacdo de seus
cromossomos. Ha evidéncias de que esta instabilidade deve-se ao excesso de agentes

oxidativos produzidos no fendmeno de fluorescéncia da proteina GFP, os quais podem
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causar quebra na homeostase da célula, produzindo um aumento nas mutagoes aleatorias

passiveis de causarem as alteragdes cromossomicas observadas no cultivo.

Esta caracteristica das células dos camundongos transgénicos EGFP deve ser
levada em conta em futuros experimentos que utilizem este modelo, sendo fundamental
a utilizagdo concomitante de outro modelo com células passiveis de serem marcadas

sem a utilizacdo da proteina fluorescente GFP, como controle.

No entanto, se a instabilidade genética intrinseca das células EGFP for levada
em consideracdo, pode-se pensar na utilizacdo destas células injetadas em organismos
velhos como modelos controlados de tumorigénese, determinando-se quais as condi¢des
fisiologicas in vitro e in vivo que poderiam deflagrar a instabilidade celular. Além disso,
células aleatoriamente mutadas irdo sofrer selecdo clonal diferenciada em cada
organismo, sendo que a interagdo entre ambiente e célula potencialmente instavel

podera determinar o tipo de tumor em cada individuo.

As condig¢des de selecdo clonal frente a um mesmo padrdo de instabilidade
genética, poderiam ser desvendadas mediante a utilizacdo destas células, as quais além
de possuirem um mecanismo intrinseco de instabilidade, possuem marcagao por

fluorescéncia, permitindo que se acompanhe seu comportamento iz vivo.

Nao obstante os resultados positivos indicando regeneracdo detectados nas
injecOes realizadas em cdes com seqiielas neurologicas de cinomose, nossos resultados
também levantam questdes importantes no que concerne a terapéutica com utilizagao de
células tronco, visto que sugerem a necessidade de detecgdo de um possivel fendtipo
“mutator” em células a serem utilizadas em injegdes terapéuticas, visando evitar a
formagdo de neoplasia causada pelas células injetadas, principalmente quando os

pacientes forem individuos de idade avancada.
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