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RESUMO 

 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) são células adultas, multipotentes e 

que podem se diferenciar em vários tipos celulares. Essas células são 

encontradas em pequena quantidade na medula óssea, mas são facilmente 

cultivadas in vitro. Estes motivos fazem com que o seu uso em terapia celular 

seja interessante. Seu cultivo é tradicionalmente bidimensional (2D), feito em 

placas de plástico. No cultivo em ambiente tridimensional (3D), uma matriz de 

colágeno, por exemplo, mimetiza o tecido vivo, propiciando a interação célula-

célula e célula-matriz. Objetiva-se comparar a expressão gênica de citocinas e 

neurotrofinas entre CTMs cultivadas em ambiente 2D e 3D a fim de avaliar 

alterações do perfil imunomodulador dessas células. As CTMs foram obtidas de 

ratos Wistar e cultivadas até a terceira passagem. Parte destas células foram 

plaqueadas em placa de 24 poços e mantidas sob cultivo 2D, enquanto outra 

parte foi cultivada no modelo 3D. Após 24h, o RNA destas células foi extraído e 

o cDNA sintetizado, sendo analisado por real time PCR, verificando a 

expressão dos genes de citocinas e neurotrofinas de interesse. O método do   

2-∆∆Ct foi usado para analisar os dados. Houve aumento da expressão dos 

genes de IL-1β e do receptor de quimiocina CXCR4 na condição 3D, enquanto 

os genes de IL-1α e IL-6 reduziram a expressão. A expressão de IL-10 

aconteceu apenas na condição 3D e não houve expressão dos genes das 

interleucinas IL-2 e IL-4. Quanto as neurotrofinas, houve aumento dos genes 

de NGFR, NTRK1 e NTRK2 na condição 3D, redução da expressão de NGF-β 

e pouca variação nos genes de GDNF e NT-4. Não houve expressão do gene 

de BDNF. Nossos resultados sugerem que o cultivo em ambiente 3D não altera 

de forma significativa o potencial imunomodulador ou neuroprotetor das CTMs. 

Entretanto essas células aparentam estar mais responsivas ao sistema 

quimiotático e aos fatores neurotróficos. 

Palavras-chaves: células-tronco mesenquimais, colágeno, expressão gênica, 

citocinas, neurotrofinas, terapia celular.  
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ABSTRACT 

 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult and multipotent cells and can 

differentiate into various cell types. These cells are found in small quantities in 

the bone marrow, but are easily grown in vitro. These reasons make the use of 

MSCs in cell therapy interesting. Its cultivation is traditionally performed in two-

dimensional (2D) in plastic plates. In three-dimensional (3D) cultivation, a 

collagen matrix, for example, mimics the live tissue, enabling interaction cell-cell 

and cell-matrix. The goal is to compare the gene expression of cytokines and 

neurotrophins between MSCs cultured in 2D and 3D environment in order to 

assess the changes in the immunomodulatory profile of these cells. MSCs were 

obtained from Wistar rats and grown to the third pass. Part of these cells were 

placed in 24-well plate and maintained under cultivation, while another part was 

grown in the 3D model. After 24 hours, the RNA of these cells was extracted for 

the synthesis of cDNA and analyzed by real time PCR, verifying the gene 

expression of cytokines and neurotrophins. The 2-∆∆Ct method and T Test were 

used to analyze the data. There was an increase in gene expression of IL-1 β 

and chemokine receptor CXCR4 in 3D condition, while the genes of IL-1α and 

IL-6 reduced expression. The expression of IL-10 happened only in 3D 

condition and there was no expression of genes of the interleukins IL-2 and    

IL-4. About the neurotrophins, there was an increase of NGFR, NTRK1 and 

NTRK2 genes in 3D condition, reduced NGF-β expression and little variation in 

the genes of GDNF and NT-4. There was no expression of BDNF gene. Our 

results suggest that the cultivation in 3D environment does not change 

significantly the potential immunomodulator or neuroprotective of MSCs. 

However, these cells appear to be more responsive to the chemotactic system 

and neurotrophic factors. 

Keywords: cell therapy, collagen, cytokines, gene expression, mesenchymal 

stem cells, neurotrophins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Desde a sua descoberta, as células-tronco mesenquimais (CTMs) tem 

despertado grande interesse para a pesquisa científica. Sua capacidade de se 

diferenciar em vários tipos celulares e a possibilidade de cultivo in vitro são 

características que propiciam o seu uso em terapias celulares (KAN et al., 

2005). Essas células-tronco são tradicionalmente cultivadas em um modelo 

bidimensional (2D), entretanto um modelo alternativo, tridimensional (3D), tem 

se mostrado uma alternativa interessante, uma vez que mimetiza com mais 

fidelidade a matriz extracelular (LIU et al., 2007). Através das interações célula-

célula e célula-matriz propiciadas pelo cultivo 3D, têm sido demonstrado que o 

perfil de expressão gênica das CTMs é alterado nessa forma de cultivo (QU et 

al., 2011). Portanto as células cultivadas nesse modelo podem apresentar um 

perfil mais interessante para aplicações terapêuticas, quando comparadas com 

o modelo 2D. Neste trabalho nosso foco foi estudar as alterações na expressão 

gênica das citocinas, receptor CXCR4 e neurotrofinas e seus receptores entre 

as duas formas de cultivo.  

 

1.1. Células-tronco mesenquimais 

 

As células-tronco são células indiferenciadas que têm a capacidade de 

auto-renovação, se replicando incontáveis vezes durante o período de vida do 

organismo, e de se diferenciar em uma ampla variedade de tipos celulares, 

quando recebem os estímulos e as condições corretas (MENDEZ-OTERO et 

al., 2009). Essas células são classificadas de acordo com a sua capacidade de 

diferenciação e seu local de origem, sendo então qualificadas como 

totipotentes, pluripotentes ou multipotentes (MENDEZ-OTERO et al., 2009). 

Todas as células que compõem os mamíferos são derivadas de uma 

única célula, chamada de zigoto, que possui a capacidade de gerar todas as 

células e tecidos que formam o embrião e que darão o apoio necessário para o 

seu desenvolvimento no útero. Devido a esta capacidade, esta célula é 

classificada como totipotente (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). As células-
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tronco embrionárias são derivadas de células encontradas na massa celular 

interna dos blastocistos. Elas tem a capacidade de originar os tipos celulares 

provenientes das três camadas germinativas embrionárias (mesoderma, 

endoderma e ectoderma), mas não podem dar origem às linhagens 

extraembrionárias, o que as classifica como pluripotentes (THOMSON et al., 

1998; LUNN et al., 2011; MORGANI et al., 2013). Seu uso em estudos clínicos 

tem sido impedido por diversos motivos, como a possibilidade de formar 

teratomas (um tipo de tumor composto por vários tecidos diferentes), o 

potencial de rejeição imunológica em transplantes alogênicos (entre indivíduos 

diferentes), a dificuldade de obtenção e as questões éticas envolvidas, visto 

que precisam ser extraídas de um embrião (KAN et al., 2005). 

Atualmente existem estudos sobre um novo tipo de célula-tronco 

pluripotente, a chamada iPSC (célula-tronco pluripotente induzida, do inglês 

induced pluripotent stem cells). Elas são geradas a partir de células adultas, 

como fibroblastos, que foram reprogramadas em laboratório através da adição 

de fatores de transcrição e passaram a ter características semelhantes às 

células-tronco embrionárias (YU e THOMSON, 2008; LUNN et al., 2011). 

Existem também as células-tronco adultas, que são derivadas de tecidos 

fetais ou adultos e podem se diferenciar em algumas linhagens celulares, 

determinadas por sua camada germinativa de origem. Por estas 

características, são classificadas como multipotentes (LUNN et al., 2011). 

Estas células-tronco adultas têm a habilidade natural de se diferenciarem nos 

tecidos em que se encontram, porém já foram demonstradas provas de sua 

plasticidade, que as torna capazes de se diferenciarem em outros tecidos ao 

receber estímulo para tal (KAN et al., 2005).  

Um exemplo de células multipotentes são as células-tronco 

mesenquimais (CTMs), encontradas em diversos tecidos, como na medula-

óssea. Elas se diferenciam, naturalmente, em osteoblastos, condrócitos, 

adipócitos e mioblastos (CHAMBERLAIN et al., 2007; LUNN et al., 2011). 

Portanto, devido às suas características, a terapia com essas células 

multipotentes se torna interessante, visto que são mais fáceis de se obter e 

poderiam ser usadas para substituir diversos tipos celulares, além de não 

levantarem debates éticos (KAN et al., 2005).  
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Os primeiros a descrever as CTMs foram Friedenstein e seus 

colaboradores, na década de 1970. Eles descreveram colônias encontradas em 

culturas em monocamada de células da medula-óssea, baço, timo e linfonodos, 

que se assemelhavam a fibroblastos e eram aderentes ao plástico. Em culturas 

de medula-óssea, o grupo observou que, após descartar as células não-

aderentes ao plástico e manter as células aderentes em cultura por dias, estas 

se tornaram mais uniformes e demonstraram a capacidade de se diferenciar 

em colônias que se assemelhavam a pequenos depósitos de cartilagem ou 

osso (FRIEDENSTEIN et al., 1974; PROCKOP, 1997). As CTMs receberam 

este nome devido à sua habilidade de se diferenciarem em células que tem 

origem no mesênquima, que dá origem às células do tecido conjuntivo (como 

osteoblastos, condrócitos e adipócitos) (PROCKOP, 1997; LUNN et al., 2011;). 

Entretanto já foi demonstrado que as CTMs podem se diferenciar em outros 

tipos celulares diferentes dos que ela se diferenciaria em seu local de origem, 

como neurônios e astrócitos (KOPEN et al., 1999), células epiteliais tubulares 

renais (MORIGI et al., 2004), cardiomiócitos, células musculares esqueléticas 

(XU et al., 2004), hepatócitos (WANG et al., 2004) e células epiteliais de pele 

(NAKAGAWA et al., 2005), como ilustrado na Figura 1. Apesar de menos 

comum, elas também podem ser chamadas de células do estroma da medula, 

pois parecerem se originar das estruturas que dão suporte à medula óssea 

(CHAMBERLAIN et al., 2007). 

As CTMs são comumente isoladas da medula óssea, entretanto, 

também têm se obtido sucesso em isolar estas células de outras fontes, como 

tecido adiposo, fluido amniótico, periósteo, tecidos fetais e polpa de dentes e 

ligamento periodontal (SHI et al., 2005; CHAMBERLAIN et al., 2007). Inclusive, 

tem sido demonstrado que células com as caraterísticas das CTMs existem em 

todos os órgãos e tecidos depois do nascimento (SHI et al., 2005; 

CHAMBERLAIN et al., 2007). Já foi demonstrado que estas células 

representam apenas 0,001 a 0,01% da população de células nucleadas da 

medula óssea, o que torna necessária a sua expansão in vitro (PITTENGER et 

al., 1999). 

Fenotipicamente, é de consenso geral que as CTMs não expressam os 

marcadores CD11b, CD14, CD18, CD31, CD34, CD40, CD45, CD56, CD80, 
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CD86 e Stro 1, mas expressam o CD29, CD44, CD49a-f, CD51, CD71, CD73, 

CD90, CD105 CD106, CD166 e ICAM-1. Entretanto, ainda não há nenhum 

marcador específico para as CTMs (CHAMBERLAIN et al., 2007; PHINNEY e 

PROCKOP, 2007). 

 

Figura 1 - A multipotência das células-tronco mesenquimais (CTMs). Esta imagem mostra 

CTM no interior da medula-óssea realizando a auto-renovação, e fora da medula-óssea se 

diferenciando (representada pelas setas sólidas) em tipos celulares de sua linhagem 

embrionária (mesoderma) ou se transdiferenciando em tipos celulares de outras linhagens, 

indicado pelas setas pontilhadas (Adaptado de UCCELLI et al., 2008). 

 

Também se sabe que as CTMs podem circular no sangue periférico e 

expressam receptores relacionados com a migração, o que indica a capacidade 

destas células serem convocadas a migrar pelo sangue periférico e participar 

da reparação do tecido lesionado (KAN et al., 2005). Esta capacidade de 

migração foi demonstrada em um estudo com babuínos, onde os animais foram 

expostos a uma irradiação corporal total (uma técnica de radioterapia cuja sigla 

em inglês é TBI, de total body irradiation) letal e, em seguida, receberam a 
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injeção de CTMs marcadas com proteína verde fluorescente (GFP, do inglês 

green fluorescent protein). Um animal recebeu um transplante alogênico de 

células, enquanto os outros dois receberam transplantes autólogos. Entre 9 e 

21 meses após a infusão de células, foi feita a necropsia destes animais e a 

presença do transgene de GFP nas amostras dos tecidos foi avaliada por real-

time PCR. Nos três animais foi observada uma distribuição aleatória e 

semelhante destas células em tecidos não-hematopoiéticos, como tecidos 

gastrointestinais, pulmões, pele, timo, rins e fígado (DEVINE et al., 2003). 

 

1.2. Potencial terapêutico das células-tronco mesenquimais 

 

As CTMs de medula óssea apresentam características que favorecem o 

seu uso em estudos experimentais de terapias celulares. Características estas 

que incluem: a capacidade de se diferenciar em múltiplas linhagens, 

possibilidades de transplantes autólogos, facilidade de obtenção, capacidades 

imunomoduladoras e imunossupressoras, de migração do sangue para o 

tecido, de sintetizar moléculas bioativas que podem inibir a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e promover a sobrevivência de células lesadas 

(PITTENGER et al., 1999; UCCELLI et al., 2008). Como dito anteriormente, as 

CTMs podem se diferenciar em diversos tipos celulares quando expostas a 

diferentes fatores in vitro, o que possibilita algumas estratégias terapêuticas 

para estas células. Uma delas consiste na realização do enxerto destas células 

indiferenciadas diretamente no tecido, ou através de injeção sistêmica, para 

que ocorra a sua diferenciação através dos estímulos locais ou para que ao 

menos traga benefícios terapêuticos. Outra estratégia seria realizar a 

diferenciação das CTMs in vitro e então fazer o transplante para o tecido (KAN 

et al., 2005). 

As CTMs também são consideradas não-imunogênicas, o que possibilita 

o transplante alogênico sem imunossupressão. Por apresentarem MHC 

(complexo principal de histocompatibilidade) classe I, mesmo que em baixa 

quantidade, as CTMs podem ativar os linfócitos T, mas sem a presença de 

sinais secundários, os linfócitos T permanecem inativos. As CTMs não 

expressam MHC classe II, nem moléculas coestimulatórias, como CD40, CD80 
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e CD86 (CHAMBERLAIN et al., 2007; ZHAO et al., 2015). Existem estudos que 

indicam propriedades imunossupressoras e imunomodulatórias das CTMs, 

alterando a ação das células dendríticas, a proliferação, diferenciação e 

quimiotaxia de linfócitos B humanos in vitro, linfócitos T e células NK 

(CHAMBERLAIN et al., 2007; ZHAO et al., 2015). Por outro lado, as CTMs 

podem modular a resposta imune induzindo linfócitos T reguladores, que são 

importantes na manutenção da homeostase imunológica (ZHAO et al., 2015).  

O uso de CTMs já tem demonstrado eficácia em melhorar o resultado 

funcional após lesão cerebral traumática e por isquemia (LU et al., 2001; 

MAHMOOD et al., 2004; DOS SANTOS et al., 2010). Estudos que utilizam 

modelos animais de Acidente Vascular Encefálico (AVE), demonstram que o 

transplante de CTMs 24h após a indução da isquemia leva à melhora no 

desempenho de testes funcionais. Apesar dos mecanismos responsáveis por 

promover esta recuperação não estarem totalmente esclarecidos, acredita-se 

que o efeito benéfico destas células deve-se à quimioatração pela área lesada 

e a liberação de fatores tróficos e de crescimento, que amplificariam ou 

facilitariam os mecanismos de reparação tecidual que são normalmente 

ativados pela lesão isquêmica (CHOPP e LI, 2002). 

Em humanos, estas células podem ser facilmente obtidas do aspirado de 

medula-óssea coletado da crista ilíaca superior da pelve, de forma semelhante 

à realizada para o transplante de medula-óssea. Em roedores, a medula óssea 

é geralmente obtida através da lavagem do interior do fêmur e da tíbia dos 

animais (KAN et al., 2005). Contudo, como dito anteriormente, as CTMs 

representam apenas 0,001-0,01% do total de células nucleadas da medula 

óssea, o que torna preciso o plaqueamento e cultivo de culturas para que seja 

possível separá-las dos outros tipos de células da medula, a fim de se alcançar 

a quantidade necessária para que se possa obter efeito terapêutico significativo 

(PITTENGER et al., 1999; KAN et al., 2005). 

Entretanto, as condições de cultivo podem alterar as características das 

CTMs e reduzir o seu potencial terapêutico. Depois de grande quantidade de 

divisões, estas células perdem gradualmente suas propriedades de proliferação 

e capacidade de migração. Um efeito semelhante também é observado nas 

células obtidas de doadores idosos. Isto tem sido relacionado com a taxa de 
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encurtamento dos telômeros (KAN et al., 2005). Curiosamente isto não é 

observado em todas as culturas de CTMs: algumas mantiveram o comprimento 

dos telômeros após mais de 40 duplicações, depois de um encurtamento 

inicial. Isto pode indicar a existência de uma população mais primitiva de 

CTMs, que nem sempre é coletada na amostra de medula-óssea (BAXTER et 

al., 2004). 

A fim de padronizar a caracterização e obtenção das CTMs, um comitê 

da Sociedade Internacional de Terapia Celular propôs em 2006 três critérios 

para a caracterização de CTMs, sendo estes: 1) Aderência ao plástico; 2) 

expressão dos antígenos de superfície CD105, CD73 e CD90 em ≥95% da 

população de células, mensurado por citometria de fluxo, e expressar ≤ 2% dos 

antígenos CD45, CD34, Cd14 ou CD11b, CD79α ou CD19 e HLA classe II; 3) 

terem a capacidade de diferenciação in vitro em osteoblastos, adipócitos e 

condroblastos, sob condições padronizadas (DOMINICI et al., 2006). 

 

1.3. Cultivo celular em ambiente bidimensional e tridimensional 

 

Como dito anteriormente, as CTMs representam pequena parcela do 

total de células da medula óssea (0,001-0,01%), o que torna necessária a sua 

expansão in vitro para que se obtenha quantidade maior de células 

(PITTENGER et al., 1999). Este cultivo é comumente realizado utilizando o 

modelo bidimensional (2D), onde toda a amostra de medula óssea obtida é 

fracionada por densidade e plaqueada em garrafas ou placas plásticas, com 

meio de cultura constituído basicamente por DMEM (do inglês Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium) e soro fetal bovino (SFB). Após algumas horas ou 

dias, a cultura é lavada, para que as células não-aderentes sejam descartadas 

e apenas as aderentes (como as CTM’s) permaneçam na cultura. Durante a 

cultura estas células adquirem morfologia semelhante à de fibroblastos. 

Quando atingem confluência, ou seja, ocupam quase toda a superfície do 

recipiente plástico, estas células são soltas e replaqueadas em duas novas 

garrafas plásticas, ou placas de Petri, a fim de que continuem sua expansão. 

Este processo ainda pode ser repetido algumas vezes, para que se atinja um 

grande número de células (KAN et al., 2005). Apesar dos diversos estudos que 
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utilizam este modelo 2D de cultivo para as CTMs, ele falha em mimetizar a 

condição encontrada in vivo, onde as células estão envolvidas pela matriz 

extracelular (MEC). Condição esta que o modelo de cultivo tridimensional (3D) 

consegue simular com mais eficiência (LIU et al., 2007). 

No organismo vivo, as células estão envolvidas pela MEC, que é uma 

rede complexa de moléculas de colágeno, lamininas, proteoglicanos, 

fibronectinas, entre outras. A interação entre o ambiente extracelular e a 

superfície celular se dá por receptores, que transmitem informações que 

influenciam no comportamento da célula, causando impacto na expressão 

gênica e nas cascatas de sinalização pós-transcricionais. A adesão da célula à 

MEC leva à indução de estruturas na superfície celular que fortalecem a 

adesão e medeiam as interações entre a célula e o ambiente extracelular. Isto 

é importante para a migração e diferenciação celular, assim como na 

organização tecidual. Os sinais resultantes desta adesão atuam juntamente 

com outras vias biológicas, como as de proliferação celular, sobrevivência e 

cicatrização de feridas (HERVY et al., 2006; BERRIER e YAMADA, 2007). 

Com a adesão da célula à MEC, são enviadas informações através de 

receptores de integrina que regulam a sinalização intracelular de fora para 

dentro, o que é importante para a difusão e migração celular. O inverso 

também pode ocorrer, através de sinalizações de dentro para fora, que levam à 

mudanças na conformação das integrinas (BERRIER e YAMADA, 2007). 

Através desta sinalização, as integrinas podem desencadear diversas vias em 

cascata no interior da célula, levando à diferenciação e migração celular, 

controlando a organização do citoesqueleto, regulação gênica e diversos outros 

processos (Fig. 2) (HERVY et al., 2006 BERRIER e YAMADA, 2007).    

Fibroblastos cultivados em ambiente 2D se apresentam espalhados, 

achatados e com polaridade celular, devido ao contato de sua superfície ventral 

à matriz plástica rígida, o que leva à formação de adesão focal na superfície 

ventral destas células (CUKIERMAN et al., 2001). Entretanto, quando 

colocados novamente em um ambiente 3D, os fibroblastos tentem a apresentar 

o seu fenótipo característico: fusiforme, alongado e não-polarizado. Estas 

diferenças morfológicas sugerem que a configuração física da matriz fornece 

sinais espaciais que determinam a aparência destas células. Se este mesmo 

ambiente 3D, com os mesmos componentes, for achatado na forma de uma 
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superfície 2D, e as células cultivadas em sua superfície, elas voltam a 

apresentar o fenótipo achatado, como se cultivadas em ambiente 2D 

(CUKIERMAN et al., 2001; GIANNONE e SHEETZ, 2006). 

O uso das CTMs imersas em matriz 3D de colágeno já vem sendo feito 

em estudos com modelos de lesão do Sistema Nervoso Central (SNC), 

incluindo estudos do nosso grupo, sendo demonstrado aumento da sua eficácia 

terapêutica nessa condição de cultivo e administração em relação ao cultivo 

convencional em 2D (QU et al., 2011; DE FREITAS et al., 2012, MAHMOOD et 

al., 2014; DE FREITAS et al., 2015). Portanto, torna-se importante investigar o 

efeito do cultivo em 3D sobre o fenótipo em geral das CTMs, em especial sobre 

as características que a tornam terapeuticamente eficazes. Neste sentido, 

estudos de expressão gênica diferencial são importantes para este fim. Em um 

estudo desta natureza, até onde sabemos o único na literatura, foi comparado 

o nível de expressão de diversos genes relacionados com angiogênese, 

neurogênese e transdução de sinal, através da técnica de microarrays, entre 

CTMs cultivadas em 2D e 3D (matriz de colágeno) (QU et al., 2011). Diversos 

destes genes apresentam significativo aumento na sua expressão no ambiente 

Figura 2 - Modelo geral da adesão célula-matriz extracelular (MEC) e sua regulação. A 

região de adesão da célula com a MEC contém aglomerados de integrinas que recrutam 

proteínas citoplasmáticas (como Talina, Paxilina, Tensina, FAK, Vinculina, Cas, Src, MEK, Crk, 

ERK e JNK), que por sua vez controlam diversos processos celulares, funções e fenótipos 

(Adaptado de BERRIER e YAMADA, 2007). 
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3D, sugerindo que este tipo de cultivo amplifica a expressão de genes que 

proporcionam o efeito terapêutico das CTMs (QU et al., 2011). Entretanto, 

apesar de avaliar inúmeros genes, este estudo não avaliou genes relacionados 

com o potencial imunomodulador, migratório e neuroprotetor destas células. No 

presente trabalho nosso foco foi estudar a expressão diferencial entre estes 

dois tipos de cultivos de genes relacionados com estes três importantes 

aspectos terapêuticos das CTMs. 

 

1.4. Citocinas 

 

De forma geral, as citocinas podem ser definidas como pequenas 

proteínas produzidas por células que podem afetar o comportamento de outras 

células (MURPHY, 2014). São os mediadores mais importantes da 

comunicação entre as células do sistema imunológico. As citocinas não são 

estocadas como moléculas pré-formadas e atuam principalmente promovendo 

comunicação entre células vizinhas ou sobre si mesmas (sinalização parácrina 

ou autócrina, respectivamente), características estas que as diferem dos 

hormônios (LIN et al., 2000; ABBAS et al., 2012;). 

A mesma citocina pode ser secretada por tipos celulares diferentes, 

assim como pode atuar sobre diversos tipos de células. Além disto, diferentes 

citocinas podem gerar a mesma ação. Se ligando aos seus receptores 

específicos, essas moléculas ativam mensageiros intracelulares que regulam a 

transcrição gênica, influenciando na atividade, diferenciação, proliferação e 

sobrevida da célula imunológica, além de moderar a síntese e ação de outras 

citocinas (LINS et al., 2010; DE OLIVEIRA et al., 2011). 

De acordo com a sua capacidade de aumentar ou reduzir a resposta 

inflamatória, as citocinas são classificadas como pró- ou anti-inflamatórias, 

respectivamente, o que pode variar de acordo com o microambiente em que 

estão atuando. Elas são importantes na condução da resposta inflamatória às 

regiões onde há lesão ou infecção. Entretanto, se estas forem graves, pode 

ocorrer uma resposta exagerada de citocinas pró-infamatórias, o que pode 

levar ao agravamento da lesão. Por outro lado, as citocinas anti-inflamatórias 
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podem reduzir estes efeitos exacerbados e indesejáveis (RAEBURN, et al., 

2002; DE OLIVEIRA et al., 2011; MURPHY, 2014). 

A fim de classificação, as citocinas foram organizadas em alguns grupos: 

interleucinas (IL’s), fatores de necrose tumoral, quimiocinas, interferons (IFN's) 

e fatores de crescimento (DE OLIVEIRA et al., 2011). 

 

1.4.1. Interleucinas 

 

O grupo das interleucinas é composto por diversas moléculas diferentes, 

que podem ter ação pró-inflamatórias (como IL-1, IL-2 e IL6) ou anti-

inflamatórias (como   IL-4 e IL-10). Sobre estas, podemos destacar que 

(VARELLA e FORTE, 2001; ZHANG e AN, 2007; DE OLIVEIRA et al., 2011): 

 

 A IL-1 pode ser produzida por macrófagos e monócitos, assim como por 

células endoteliais, fibroblastos, miócitos e células de Langerhans, caso 

estejam sofrendo algum tipo de injúria. Esta interleucina pode ser de dois 

tipos diferentes, chamados de IL-1α e IL-1β. Ambas têm como atividade 

principal a co-estimulação de linfócitos T e de células apresentadoras de 

antígenos (APCs, do inglês antigen presenting cells), assim como promover 

febre, inflamação, resposta de fase aguda e hematopoiese; 

 A IL-2 é comumente produzida por linfócitos Th1 e células natural killer 

(NK), tendo como principal atividade promover a proliferação de linfócito B e 

linfócitos T ativados e pela ação de células NK; 

 A IL-6 é secretada por macrófagos, monócitos, linfócitos Th2 ativados, 

APCs e outras células somáticas. Essa interleucina causa febre, atua na 

resposta da fase aguda, na proliferação de linfócitos B, na ativação de 

neutrófilos, astrócitos e microglia, maturação de macrófagos, diferenciação 

de linfócitos T citotóxicos, na trombopoiese (produção de plaquetas) e em 

sinergismo com a IL-1 e o TNF nos linfócitos T; 

 A IL-4 é sintetizada principalmente por linfócitos T ativados, promove a 

proliferação de linfócitos B e atua sobre macrófagos ativados, reduzindo os 

efeitos da IL-1, fator de necrose tumoral alfa (TNFα), IL-6 e IL-8; 
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 A IL-10 tem como principais fontes os linfócitos Th2, T CD8+, linfócitos B e 

macrófagos. Ela inibe as citocinas pró-inflamatórias, promove a produção 

de anticorpos, estimula a produção endógena de citocinas anti-inflamatórias 

e a proliferação de linfócitos B.  

 

1.4.2. Interferons 

 

Os IFNs são um subgrupo de citocinas que pode interferir em infecções 

virais e tem funções imunomoduladoras importantes. Eles são divididos em 

dois grupos: IFN tipo I, compostos pelo IFN-α e o IFN-β, que têm ação antiviral; 

e tipo II, chamado de IFN-γ, que atua na ativação de macrófagos e outros tipos 

celulares (ABBAS et al., 2012). 

IFN-γ é produzido principalmente em células NK e linfócitos Th1 

ativados. O IFN-γ induz a expressão de MHC classe I em todas as células 

somáticas e MHC classe II nas APCs e células somáticas, além de ativar 

macrófagos, neutrófilos e células NK, promover a imunidade mediada por 

células e efeitos antivirais (ZHANG e AN, 2007). O IFN-γ também inibe a 

proliferação de células que sintetizam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e induz a 

síntese de TNFα por monócitos e macrófagos. Portanto, IFN-γ tem ação pró-

inflamatória (VARELLA e FORTE, 2001). 

 

1.4.3. Fatores estimuladores de colônias 

 

Os fatores estimuladores de colônias (CSFs, do inglês colony stimulating 

factors) são importantes para promover o direcionamento da divisão e 

diferenciação das células progenitores da medula óssea em eritrócitos, 

granulócitos, monócitos e linfócitos. Dentre estas citocinas, podemos destacar 

M-CSF, G-CSF e GM-CSF (ABBAS et al., 2012; MALE et al., 2014). 

O fator estimulador de colônia de macrófagos (M-CSF) é sintetizado por 

monócitos, células T ativadas, macrófagos, células endoteliais e fibroblastos, 

apesar destes últimos o produzirem em menor quantidade. M-CSF induz as 

células percussoras dos monócitos a se proliferarem, aumentando a produção 
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de monócitos na medula óssea e de macrófagos nos tecidos (VARELLA e 

FORTE, 2001; ABBAS et al., 2012; MALE et al., 2014). 

O fator estimulador de colônia de granulócitos (G-CSF) é produzido 

principalmente por macrófagos, mas também por células T ativadas, 

monócitos, células endoteliais e fibroblastos. G-CSF estimula a divisão e 

diferenciação das células progenitoras da medula óssea em 

polimorfonucleares, como neutrófilos, para que se direcionem para a lesão e 

substituam os que foram perdidos nas reações inflamatórias (VARELLA e 

FORTE, 2001; ABBAS et al., 2012). 

O fator estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF 

ou CSF-2) é sintetizado em maior escala por linfócitos T e macrófagos, apesar 

de fibroblastos e células endoteliais também o fazerem em menor quantidade. 

GM-CSF age tanto sob as células percussoras de monócitos quanto sob as de 

granulócitos, incitando a proliferação e diferenciação destas células (VARELLA 

e FORTE, 2001; FAUCI e LANGFORD, 2014). Além disto, o GM-CSF também 

promove a ativação de macrófagos e a diferenciação das células de 

Langerhans em células dendríticas maduras (ABBAS et al., 2012). 

 

1.4.4. Fatores de necrose tumoral 

 

Os TNFs tem papel importante na mediação das respostas inflamatórias 

agudas a bactérias e outros microrganismos e nas reações citotóxicas, além de 

exercer outras funções. Ele também é chamado de TNF-α, para que seja 

diferenciado da linfotoxina, chamada de TNF-β (ABBAS et al., 2012; MALE et 

al., 2014). 

O TNF-α é produzido por macrófagos, células dendríticas, mastócitos, 

células NK e neurônios sensoriais. Diversas substâncias produzidas por 

bactérias podem estimular a produção de TNF-α, que atua principalmente na 

morte celular, inflamação e dor, portanto tem ação pró-inflamatória (ABBAS et 

al., 2012; ZHANG e AN, 2007). O TNF-β, por sua vez, é encontrado 

principalmente nos linfócitos T citotóxicos e Th1, tendo como ação primária a 

fagocitose, produção de NO (óxido nítrico) e morte celular (ZHANG e AN, 

2007). 
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1.4.5. Quimiocinas 

 

As quimiocinas são uma família de citocinas que podem ser produzidas 

e liberadas por diversos tipos celulares que não fazem parte do sistema imune, 

mas neste sistema atraem células efetoras da imunidade inata e adaptativa do 

sangue para o local onde elas são liberadas (MURPHY, 2014). As quimiocinas 

estimulam a movimentação e regulam a migração dos leucócitos do sangue 

para o local da infecção ou lesão tecidual, principalmente pela ativação de 

receptores de leucócitos que estão acoplados à proteína-G. Esta migração 

recebe o nome de quimiotaxia e se dá por um gradiente de concentração 

química dessas moléculas, como ilustrado na Figura 3 (DE OLIVEIRA et al., 

2011; ABBAS et al., 2012). 

A classificação das quimiocinas se dá em quatro grupos, cujas 

diferenças, em resumo, se baseiam na posição dos resíduos de cisteínas. O 

maior dos grupos é o CC, que tem os aminoácidos cisteínas adjacentes e 

estimulam a migração de monócitos, linfócitos, eosinófilos e basófilos 

(GUERREIRO et al., 2011). O grupo CXC tem as cisteínas separadas por um 

aminoácido e promovem principalmente a migração de neutrófilos  (MURPHY, 

2014). O terceiro grupo de quimiocinas é o CX3C, onde as cisteínas estão 

separadas por três aminoácidos, e tem efeito quimiotático sobre células 

mononucleadas do sangue periférico (GUERREIRO et al., 2011). E o último é o 

grupo C, que apresenta duas cisteínas e tem ação sobre as células efetoras 

(como células NK e linfócitos T CD8+) e linfócitos T-auxiliares (GUERREIRO et 

al., 2011). 

Cada grupo de quimiocinas se liga a receptores diferentes, então 

destacaremos o grupo CXC, do qual avaliaremos um receptor (CXCR4). As 

quimiocinas CXC se ligam do receptor CXCR1 ao CXCR6 (receptores tipos 1 a 

6 da quimiocina CXC), atuando sobretudo em neutrófilos (GUERREIRO et al., 

2011). Essas quimiocinas são classificadas pela presença ou ausência da 

sequência de aminoácidos ELR. As que possuem esta sequência têm a 

capacidade de atrair e ativar neutrófilos, estimular a quimiotaxia e a 

angiogênese (produção de novos vasos sanguíneos). Em paralelo, as CXC 

não-ELR são angiostáticas (inibe a angiogênese) e inibem o crescimento 

tumoral (GUERREIRO et al., 2011). 
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O CXCR4 é um receptor de CXC, e é expresso em diversos tipos 

celulares (MURPHY, 2014). O CXCR4 atua na trombocitopoiese e no 

desenvolvimento embriológico, mas têm papel importante na quimiotaxia. Ele é 

o principal receptor da quimiocina CXCL12, que atua em células da medula 

óssea, células dendríticas, neutrófilos, linfócitos, entre outros tipos celulares 

(MURPHY, 2014). O CXCR4 é expresso por leucócitos e seus precursores, 

assim como células dendríticas (como células de Langerhans), células 

endoteliais, astrócitos e neurônios do SNC e Sistema Nervoso Periférico (SNP) 

(MURPHY, 2014). Em neurônios e astrócitos, a ação da CXC sobre CXCR4, 

interfere na liberação de glutamato, afetando a excitabilidade e a apoptose 

neuronal (DE OLIVEIRA et al., 2011; GUERREIRO et al., 2011). 

O sistema quimiotático CXCL12/CXCR4 vem sendo descrito como o 

principal mecanismo molecular de quimioatração (tropismo) das CTMs para 

Figura 3 - Mecanismos propostos para a migração de células-tronco mesenquimais 

(CTMs) para o local da lesão após a infusão. Abreviaturas: ICAM, intercellular adhesion 

molecule; JAMs, junctional adhesion molecules; PECAM, platelet-endothelial cell-adhesion 

molecule; PGE, prostaglandin E2; VCAM, vascular cell-adhesion molecule; VLA, very late 

antigen (Adaptado de SALEM e THIEMERMANN, 2010). 
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tecidos lesionados, como, por exemplo, no caso das lesões do SNC (SHYU et 

al., 2006; CUI et al., 2007; WANG et al., 2008). 

 

1.5. Fatores neurotróficos 

 

Os fatores neurotróficos são proteínas produzidas principalmente por 

células neurais e agem principalmente sobre os neurônios, promovendo sua 

diferenciação, sobrevivência e funcionalidade (PEZET e MCMAHON, 2006). 

Elas são constituídas por duas principais famílias de proteínas: as neurotrofinas 

e o fator neurotrófico derivado de glia (GDNF).  

As neurotrofinas são proteínas diméricas produzidas por células neurais 

e que agem sobre os neurônios (PEZET e MCMAHON, 2006). Este grupo é 

composto pelo fator de crescimento de nervo (conhecido como NGF), fator 

neurotrófico derivado de cérebro (BDNF) e neurotrofinas NT-3 e NT-4 (também 

conhecida como NT-5 ou NT4/5), sendo todas sintetizadas da mesma maneira: 

existe um precursor que é clivado para uma forma madura (PEZET e 

MCMAHON, 2006). Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, as 

neurotrofinas dão apoio à sobrevivência de subpopulações neuronais que 

expressam os receptores apropriados. Existem diferenças na expressão destes 

receptores no SNC e no SNP, o que resulta em ações neuroprotetoras 

diferentes para cada neurotrofina (PEZET e MCMAHON, 2006). Cada 

neurotrofina se liga com alta afinidade a um dos receptores transmembrana da 

família trk (tirosina-quinase): NGF se liga ao NTRK1 (sigla para neurotrophic 

receptor tyrosine kinase 1), também chamado de trkA; BDNF e NT-4 ao NTRK2 

(ou trkB); e NT-3 se liga ao NTRK3 (ou trkC) e com baixa afinidade ao NTRK1 

(PEZET e MCMAHON, 2006). Estas ligações ativam vias de grande 

importância para a manutenção do sistema nervoso (Fig. 4) (PEZET e 

MCMAHON, 2006). Estes receptores se associam ao receptor transmembrana 

p75, também chamado de NGFR (receptor de fator de crescimento de nervo, 

ou receptor de neurotrofinas de baixa afinidade), que pode se ligar com baixa 

afinidade ao NGF, BDNF, NT-3 e NT-4, e, portanto, mediar a sobrevivência da 

célula, assim como a morte de células neuronais, além de desempenhar outros 

papéis em outros órgãos, como o fígado (UNIPROT, 2016a). 
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NGF atua na manutenção e desenvolvimento do sistema nervoso 

sensorial e simpático. A cascata de sinalização celular ativada através da 

ligação com o NTRK1, promove regulação da proliferação, diferenciação e 

sobrevivência nos neurônios que expressam esse receptor, levando à 

reparação e recuperação funcional de nervos lesionados (SEBBEN et al., 2011; 

UNIPROT, 2016b). 

O BDNF promove a sobrevivência e diferenciação de populações 

neuronais selecionadas do SNC e SNP durante o desenvolvimento. Como os 

neurônios motores expressam receptores NTRK2, BDNF tem grande 

importância no suporte à sobrevida deles. Esta neurotrofina também atua no 

crescimento axional, na modulação da morfologia e no crescimento dendrítico, 

sendo o principal regulador da transmissão sináptica e da plasticidade nas 

sinapses adultas em diversas regiões do SNC (SEBBEN et al., 2011; 

UNIPROT, 2016c). Já foi demonstrado que o BNDF também tem ação 

importante na indução da resposta da célula nervosa injuriada, por apresentar 

a capacidade de estimular a extensão dos prolongamentos desses neurônios. 

Além deste estimulo, o BDNF é importante na regeneração e remielinização do 

nervo periférico após uma lesão. Essa neurotrofina ainda têm a capacidade de 

estimular a mitose e diferenciação de células-tronco em células neurais in vitro 

(SEBBEN et al., 2011). 

NT-3 é encontrada especialmente em neurônios no SNC, porém também 

é expressa em músculos. Ela incita o crescimento e a diferenciação de novos 

neurônios e sinapses, além de atuar sobre neurônios já existentes, 

promovendo a sua diferenciação, e ser importante para o desenvolvimento de 

vários tipos de mecanorreceptores (PEZET e MCMAHON, 2006; SEBBEN et 

al., 2011). 
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NT-4 é sintetizada por neurônios dos gânglios simpáticos para-vertebral 

e pré-vertebral, por neurônios dos gânglios da raiz dorsal e por uma população 

de neurônios da espinha dorsal e do corno ventral. Têm efeitos neurotróficos 

sob algumas subpopulações de neurônios e leva à sobrevivência de neurônios 

motores e sensoriais. Estudos recentes tem utilizado a NT-4 para promover a 

regeneração de nervos periféricos injuriados e têm obtido resultados positivos 

(PEZET e MCMAHON, 2006; SEBBEN et al., 2011). 

GDNF foi inicialmente purificado a partir de meio condicionado de glioma 

de rato e descrito como um fator de sobrevivência de neurônios 

dopaminérgicos do mesencéfalo, tendo importante relação com a Doença de 

Figura 4 - Receptores NTRK e as vias de ativação intracelular decorrentes de sua 

ativação. Os receptores NTRK1, NTRK2 e NTRK3 estão presentes na membrana celular e se 

ligam especificamente às neurotrofinas. O NGF se liga ao receptor NTRK1, enquanto o BDNF 

e o NT-4/5 se ligam ao NTRK2. O NT-3 pode se ligar ao NTRK3 e ao NTRK1, mas com baixa 

afinidade (Adaptado de PEZET e MCMAHON, 2006). 
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Parkinson (AIRAKSINEN e SAARMA, 2002). Posteriormente, seu papel no 

sistema nervoso foi revelado como bem mais amplo, tendo, inclusive, 

fundamental importância em outros órgãos e tecidos, além daqueles 

pertencentes ao sistema nervoso (AIRAKSINEN e SAARMA, 2002). Neste 

sistema, ele tem sido demonstrado, por exemplo, como um fator neurotrófico 

protetor em neurônios motores, muito importante na formação destes e de 

neurônios sensitivos no processo de regeneração. Além disso, ele pode 

estimular o crescimento e alongamento dos axônios em cultivos de células 

neuronais (AIRAKSINEN e SAARMA, 2002; PEZET e MCMAHON, 2006; 

KRAYCHETE et al., 2008; KANDRATAVICIUS et al., 2010). Por estas 

propriedades, o GDNF, assim como todos os outros fatores neurotróficos, vem 

sendo sistematicamente estudado como importante agente terapêutico em 

modelos de doenças e de lesões do sistema nervoso (AIRAKSINEN e 

SAARMA, 2002). 
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2. OBJETIVO 

Com o intuito de verificar o possível efeito do cultivo em matriz de 

colágeno (3D) no perfil imunomodulador, quimiotático e neuroprotetor das 

CTMs, o objetivo desse trabalho foi comparar a expressão gênica de citocinas, 

neurotrofinas e seus receptores e do receptor da quimiocina CXCL12, CXCR4, 

entre CTMs cultivadas apenas em ambiente 2D e em 3D. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Modelo de estudo 

 

 Neste estudo foram utilizados como modelo experimental ratos Wistar 

machos, com 2 a 3 meses de idade, fornecidos pelo Biotério Central da UENF. 

Os procedimentos experimentais com animais foram aprovados pela Comissão 

de Ética de Uso de Animais da Instituição. 

 

3.2. Obtenção das células-tronco mesenquimais de medula óssea 

 

Três animais saudáveis foram submetidos à eutanásia na câmara de 

CO2. De cada animal, foram extraídos o fêmur e a tíbia de cada pata, em um 

total de 4 ossos por animal. E cada animal originou uma cultura independente, 

sendo utilizadas no presente trabalho um total de três culturas. As epífises dos 

ossos foram cortadas, possibilitando a entrada da agulha na cavidade medular 

com uma seringa contendo DMEM/F12 sem soro fetal bovino. O conteúdo da 

medula foi lavado e coletado em tubos estéreis, dissociados mecanicamente e 

centrifugado por 5 minutos a 400 x g. Recolheu-se o precipitado e, novamente, 

este foi suspenso em meio de cultura e submetido à centrifugação em 

Histopaque 1083 a 400 x g por 30 min, para a separação das células 

mononucleares da medula óssea (MNMOs). Após a centrifugação, as MNMOs 

foram retiradas da fase entre o Histopaque e meio de cultura, sendo então 

colocadas em um tubo com PBS para a realização da lavagem, feitas por três 

séries de centrifugação por 5 min a 400 x g seguida de ressuspensão em novo 

PBS. As MNMOs foram então plaqueadas em frascos estéreis de 75 cm2 e 

mantidas com meio de cultura DMEM/F12, suplementado com 10% de SFB, 

sendo também adicionados os antibióticos penicilina G (100 U/ml), 

estreptomicina (100 µg/mL) e neomicina (50 µg/mL) e o antifúngico anforericina 

B (fungizona; 25 µg/mL). As culturas foram incubadas a 37°C, em atmosfera 

umedecida contendo 5% de CO2. As células não aderentes foram removidas 

com a substituição do meio em intervalos de 2-3 dias de cultivo. Quando as 
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células atingiram a confluência, elas foram soltas utilizando 4 mL de solução 

contendo 0,25% de tripsina e de EDTA (Gibco®) e replaqueadas em novas 

garrafas. Foi sempre colocado metade do conteúdo de células em cada nova 

garrafa (portanto, uma garrafa gerou sempre duas novas a cada passagem). 

Este processo foi repetido três vezes, para que fosse atingido um alto nível de 

purificação das CTMs. São necessárias, aproximadamente, 5 semanas para 

que as células atinjam este nível de purificação, desde que foram extraídas da 

medula óssea do animal. Para os devidos procedimentos descritos abaixo, as 

CTMs foram soltas da placa por tripsinização, lavadas e suspensas em PBS e 

contadas através do método da coloração com solução aquosa de 4% de azul 

de tripano em microscópio invertido com iluminação de contraste de fase, 

utilizando câmara de Neubauer. 

 

3.3. Análise fenotípica das células-tronco mesenquimais  

 

Para a marcação com os anticorpos, as células foram pré-incubadas 

com PBS contendo 2% de SFB e 0,1% de azida. Posteriormente as células 

foram incubadas na mesma solução adicionada de cada anticorpo, sendo cada 

anticorpo usado separadamente, em uma proporção de 2,5 x 105 células para 

cada anticorpo. As CTMs permaneceram incubadas por 20 minutos a 4ºC com 

os anticorpos, sendo posteriormente centrifugadas e ressuspendidas 

novamente em solução de PBS contendo 2% de SFB e 0,1% de azida por três 

vezes para lavagem. Em seguida foram encaminhas para a análise no 

citômetro de fluxo (modelo FACSCalibur, BD Biosciences). 

A caracterização imunofenotípica das CTMs foi feita empregando 

anticorpos conjugados com fluoróforos contra os seguintes marcadores: 

 

 Marcadores positivos: anti-CD29/allophycocyanin (APC) conjugate 

(hamster IgG; 1:60; Molecular Probes) e anti-CD90/fluorescein 

isothiocyanate (FITC) conjugate (mouse IgG1; 1:30; Abcam). 
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 Marcadores negativos: anti-CD45/phycoerythrin-cyanine 5.5 (PE-Cy5.5) 

conjugate (mouse IgG1; 1:60; Molecular Probes) e anti-CD11b/ 

phycoerythrin-cyanine 5 (PE-Cy5) conjugate (rat IgG2b; 1:60; Abcam). 

 

 Controles de isoforma: hamster IgG/APC conjugate (Santa Cruz 

Biotechnology); mouse IgG1/FITC conjugate (Santa Cruz 

Biotechnology); mouse IgG1/PE-Cy5.5 conjugate (Molecular Probes) e 

rat IgG2b/PE-Cy5 conjugate (Santa Cruz Biotechnology). 

 

3.4. Obtenção da matriz de colágeno e cultivo celular 

 

O experimento foi realizado em placas de 24 poços. Cada uma das três 

culturas originou os dois grupos experimentais: condição 2D (cultivadas 

aderidas ao fundo do poço) e condição 3D (cultivadas inseridas em uma matriz 

de colágeno tipo I). Para o cultivo em condição 2D, as CTMs foram mantidas 

em 2,5 mL de DMEM/F12, suplementado com 10% de SFB e antibióticos e 

fungicida. No cultivo em ambiente 3D, foram utilizados 31 μl de DMEM/F12 

(5x), 25 μl de NaOH 0,1 N, 44 μl de DMEM/F12 (1x) com as células e 100 μl de 

colágeno tipo I (3 mg/ml; Gibco, Invitrogen), totalizando 200 μl por poço. Após 

colocadas nos poços, as células foram incubadas por 1 h em estufa a 37°C, em 

atmosfera umedecida contendo 5% de CO2, para gelificação do colágeno. Em 

seguida, foi adicionado às amostras 2,5 mL de DMEM/F12 suplementado com 

10% de SFB e mais antibióticos e fungicida. Foram colocadas 1x106 células por 

poço para ambas condições, e o cultivo ocorreu por 24h em estufa a 37°C, em 

atmosfera umedecida contendo 5% de CO2. 

 

3.5. Extração do RNA e síntese do cDNA 

 

A extração do RNA total das células foi feita utilizando-se o kit comercial 

Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research), seguindo protocolo do fabricante. 

Porém, antes de se dar início ao protocolo do kit, o sobrenadante de todos os 

poços foi retirado e descartado, e o material dos poços com cultivo 3D (com 
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colágeno) foi congelado com nitrogênio líquido e macerado. Com o RNA obtido, 

foi realizada a síntese de cDNA através de RT-PCR (reverse transcription 

PCR), utilizando-se o kit Verso cDNA Synthesis (Thermo Scientific), de acordo 

com o protocolo estabelecido pelo fabricante. Em seguida, o cDNA resultante 

foi quantificado em fotoespectômetro (Picodrop) e diluído para a concentração 

de 50ng/ μl. 

 

3.6. Análise da expressão de genes através de PCR quantitativo em 

tempo real 

 

Foram utilizados primers adquiridos da empresa GenOne 

Biotechnologies (Brasil), todos com 90 e 110% de eficiência, de acordo com o 

fabricante.  As sequências não são fornecidas pelo fabricante, mas a empresa 

atesta sua especificidade e confiabilidade. 

O PCR em tempo real foi realizado utilizando-se o kit Maxima SYBR 

Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific), seguindo o protocolo do 

fabricante. Em cada poço da placa de 96 poços foram adicionadas 50ng da 

amostra de cDNA, diluídas em 1 μl de água ultrapura, 6,3 μl de SYBR 

Green/ROX, 1 μl de primer (à concentração de 1 μM) e 3,7 μl de água 

ultrapura, totalizando 12 μl por poço. Então foram submetidas às condições de 

ciclagem descritas na Tabela 1. Cada condição foi sempre feita em triplicata 

(três poços em uma mesma placa).  

Foi utilizado o equipamento StepOnePlus™ (Applied Biosystems) para 

realizar as leituras de fluorescência, que foram analisadas em seguida pelo 

programa de análise StepOne v2.1 (Applied Biosystems). O valor medido pelo 

equipamento para cada poço foi o Ct (cycle threshold ou ciclo limiar), que é 

definido como o ciclo do PCR em que o sinal de fluorescência do marcador 

atravessa o limiar estabelecido arbitrariamente (Schmittgen e Livak, 2008), 

sendo este ajustado no programa de análise. Os valores de Ct de cada poço 

foram exportados para planilha do Excel, onde foram montadas planilhas de 

análise pelos métodos de quantificação descritos a seguir. 
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TABELA 1  – CONDIÇÕES DE AMPLIFICAÇÃO DO REAL TIME PCR 

ETAPA Temperatura Duração 
Número de 

ciclos 

DESNATURAÇÃO INICIAL 95ºC 10 min - 

DESNATURAÇÃO 95ºC 10 seg 
45 

ANELAMENTO/EXTENSÃO 58ºC 45 seg 
    

 

 

Análise dos genes de referência 

 

 Para seleção do gene de referência a ser utilizado como controle 

endógeno para a análise da expressão dos genes de interesse, foi feita análise 

da expressão de seis genes normalmente utilizados como genes de referência 

para verificação de qual(is) é(são) o(s) invariante(s) nas duas condições 

experimentais. Os genes utilizados na análise estão relacionados na Tabela 2. 

 

 

TABELA 2 - RELAÇÃO DE GENES DE REFERÊNCIA 
ANALISADOS. 

SIGLA Nome 

B2M Beta-2 microglobulin 

ACTB Actin, beta (Beta-actin) 

PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 

GAPDH Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase 

GUSB Glucuronidase beta 

PPIA Peptidylprolyl isomerase A 
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Para estas análises foi utilizado o método do 2-ΔCt (SCHMITTGEN e 

ZAKRAJSEK, 2000; LIVAK e SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN e LIVAK, 

2008), de acordo com a seguinte fórmula: 

 

Fold change (nível de alteração) = 2-ΔCt = 2-(Ct da condição experimental - Ct da condição controle), 

 

onde a condição experimental é a 3D e a condição controle é a 2D. O cálculo 

foi feito para cada gene de referência dentro de cada cultura. Os genes 

escolhidos como genes de referência para a análise da expressão dos genes 

de interesse foram o PGK1 e o GUSB (vide em resultados). 

 

Análise da expressão dos genes de interesse 

 

Para a análise da expressão diferencial dos genes de interesse entre as 

condições 3D e 2D foi utilizado o método do 2-∆∆Ct (LIVAK e SCHMITTGEN, 

2001; SCHMITTGEN e LIVAK, 2008), de acordo com a seguinte fórmula: 

 

Fold change (nível de alteração) = 2-ΔCt (condição experimental) / 2-ΔCt (condição controle) = 2-ΔΔCt, 

 

onde: 

 

ΔΔCt = ΔCt (condição experimental) - ΔCt (condição controle) = (Ct do gene de 

interesse na condição experimental - Ct do gene de referência na condição 

experimental) - (Ct do gene de interesse na condição controle - Ct do gene de 

referência na condição controle). 

 

A condição experimental é a 3D e a condição controle é a 2D. O cálculo 

do 2-ΔΔCt foi feito pareando as condições 3D e 2D dentro de cada cultura, tendo 

cada uma o seu respectivo valor de fold change para cada gene de interesse. 

Esta análise só foi realizada para os genes cuja expressão foi detectada em 

todas as culturas e condições. Expressão detectada apenas em uma das 

condições, mas nas três culturas, foi considerada expressão exclusiva daquela 

condição. Os demais casos foram considerados como resultado inconclusivo. 

Os genes de interesse analisados estão relacionados na Tabela 3. 
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TABELA 3 - RELAÇÃO DOS GENES ANALISADOS. 

SIGLA Nome 

IL1A Interleukin 1 alpha 

IL1B Interleukin 1 beta 

IL2 Interleukin 2 

IL4 Interleukin 4 

IL6 Interleukin 6 

IL10 Interleukin 10 

IFNG Interferon gamma 

CSF2 Colony stimulanting factor 2 

TNF Tumor necrosis fator 

CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 

NGF-Β subunidade beta do NGF (a biologicamente ativa) 

BDNF Brain-derived neurotrophic factor 

GDNF Glial cell derived neurotrophic factor 

NT-3 Neurotrophin 3 

NT-4 Neurotrophin 4 

NGFR Nerve growth factor receptor 

NTRK1 Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 1 

NTRK2 Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 

NTRK3 Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 3 
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3.7. Análise estatística 

 

Nas análises de genes de referência e de expressão diferencial dos genes 

de interesse, a comparação da expressão de cada gene entre as condições 3D 

e 2D foi feita através do Teste t. O nível de significância foi de   p < 0,05. A 

análise estatística e a confecção dos gráficos foram feitas no programa 

GraphPad Prism 4.02. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Caracterização das células-tronco mesenquimais 

 

A citometria de fluxo foi utilizada para caracterizar as CTMs utilizadas 

neste trabalho. Em todas as culturas analisadas, cerca de 95-99% das células 

foram positivas para os marcadores CD29 e CD90 e cerca de 95-99% foram 

negativas para os marcadores CD45 e CD11b (Fig. 5). De acordo com a 

International Society for Cellular Therapy (Dominici et al. 2006) e Shyu et al. 

(2006), as CTMs devem apresentar em sua superfície os marcadores CD29 e 

CD90, porém não devem apresentar os marcadores CD45 e CD11b. Nossos 

resultados indicam que a técnica de cultivo utilizada foi eficiente para a 

obtenção de uma cultura purificada e enriquecida de CTMs. 

 

4.2. Análise dos genes de referência 

 

A análise revelou que todos os genes de referência (Tabela 2) avaliados 

não apresentaram diferença significativa na expressão entre as condições de 

cultivo 2D e 3D (Fig. 6). Com base nesta análise, os genes PGK1 e GUSB 

foram escolhidos como genes de referência para controle interno dos ensaios, 

pois tiveram as menores variações entre as duas condições. 

 

4.3. Análise da expressão gênica das citocinas e do receptor CXCR4 

 

Houve aumento significativo da expressão do gene de IL-1β e do 

receptor CXCR4 na condição 3D (Fig. 7). A expressão dos genes de IL-1α, IL-

6, CSF2 e TNFα não apresentou variação significativa (Fig. 7). O gene de IL-10 

apresentou expressão na condição 3D de todas as culturas, mas apenas em 

uma cultura na condição controle (2D) (Fig. 8). Portanto, o resultado obtido foi 

considerado como indução da expressão da IL-10 na condição 3D. A 

expressão de IFN-γ aconteceu em apenas uma das culturas, em ambas as 

condições. Não foi observada expressão dos genes de IL-2 e IL-4 em nenhuma  
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Figura 5 - Análise da expressão dos marcadores de superfície nas CTMs por citometria 

de fluxo. Resultado de uma cultura analisada com resultado representativo para todas as 

culturas analisadas. A linha cinza claro indica o controle de isoforma, enquanto a linha cinza 

escuro indica o marcador específico. Os marcadores positivos CD90 e CD29 foram 

identificados em mais de  99% das células. E os marcadores negativos CD11b e CD45 foram 

encontrados em menos de 1% das CTMs. 
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Figura 6 - Análise comparativa da expressão de citocinas e do receptor CXCR4 nas 

condições 2D e 3D. Foi observada diferença significativa entre as duas condições de cultivo 

apenas na expressão dos genes de IL-1β e do receptor CXCR4 (* = p < 0,05; teste t). Os 

pontos com as barras de erro representam a média ± desvio padrão (n = 3). IL1A, p = 0,1; IL6, 

p = 0,2; CSF2, p = 0,9; TNF, p = 0,3; teste t. 

 

Figura 7 - Análise da expressão de genes de referência. Não foi observada diferença 

significativa na expressão dos seis genes de referência analisados. Os genes que 

apresentaram o fold change mais próximo a 1 na condição 3D foram o PGK1 e o GUSB. Os 

pontos com as barras de erro representam a média ± desvio padrão (n = 3). B2M, p = 0,4; 

ACTB, p = 0,1; PGK1, p = 0,5; GAPDH, p = 0,07; GUSB, p = 0,3; PPIA, p = 0,2; teste t. 
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das culturas. Portanto, para os genes IFN-γ, IL-2 e IL-4, o resultado foi 

considerado inconclusivo. 

 

4.4. Análise da expressão gênica das neurotrofinas 

 

Houve aumento significativo da expressão dos genes de NGFR, NTRK1 

e NTRK2 na condição 3D (Fig. 9). O gene do NGF-β foi o único a ter sua 

expressão significativamente reduzida na condição 3D (Fig. 9). Os genes de 

GDNF e NT-4 (NTF4) não apresentaram diferença significativa entre as duas 

condições (Fig. 9). Os genes NT-3 e seu receptor, NTRK3, apareceram em 

apenas uma das culturas realizadas, na condição 2D. O gene de BDNF não 

apresentou expressão em nenhuma das condições. Portanto, o resultado foi 

considerado inconclusivo para os genes NT-3, NTRK3 e BDNF. 
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Figura 8 - Padrão de expressão de IL-10 nas condições 2D e 3D em cada uma das três 

culturas. Foi observada a expressão do gene de IL-10 na condição 3D de todas as culturas, 

mas apenas em uma cultura na condição controle (2D).  As colunas representam o ΔCt das 

culturas. 
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4.5. Resumo dos resultados 

 

A maioria dos genes estudados no nosso trabalho apresentou expressão 

em todas as culturas e condições de cultivo, o que permitiu analisar sua 

expressão gênica. IL-10 foi o único gene que apresentou expressão 

consistente em apenas uma das condições de cultivo, sendo considerado 

induzido apenas nesta condição. Poucos genes tiveram resultado considerado 

inconclusivo. A Tabela 4 mostra um resumo de todos os resultados da análise 

de expressão gênica realizada em nosso estudo. 

 

  

Figura 9 - Análise comparativa da expressão de neurotrofinas e seus receptores nas 

condições 2D e 3D. Foi observada diferença significativa entre as duas condições de cultivo 

na expressão dos genes de NGF-β, NGFR, NTRK1 e NTRK2 (* = p < 0,05; teste t). Os pontos 

com as barras de erro representam a média ± desvio padrão (n = 3). GDNF, p = 0,8; NTF4, p = 

0,7; teste t. 
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TABELA 4 - RESUMO DOS RESULTADOS. 

Gene 

(sigla) 

Número de culturas em que 

ocorreu expressão (n=3) 

Condições em que 

ocorreu expressão 

Resultado da 

expressão* 

IL-1α 3 todas sem alteração 

IL-1β 3 todas + 

IL-2 0 - inconclusivo1 

IL-4 0 - inconclusivo1 

IL-6 3 todas sem alteração 

IL-10 3 só na 3D indução na 3D 

IFNG 1 todas inconclusivo2 

CSF2 3 todas sem alteração 

TNF 3 todas sem alteração 

CXCR4 3 todas + 

NGF-β 3 todas - 

BDNF 0 - inconclusivo1 

GDNF 3 todas sem alteração 

NT-3 1 só na 2D inconclusivo2 

NT-4 3 todas sem alteração 

NGFR 3 todas + 

NTRK1 3 todas + 

NTRK2 3 todas + 

NTRK3 1 só na 2D inconclusivo2 

*: resultado da condição 3D em relação à condição 2D. 

+: aumento. 

-: redução. 

Inconclusivo1: aparente ausência de expressão, mas ainda é necessário fazer a validação do 

resultado pela comprovação da eficácia do primer utilizado através da demonstração de 

amplificação com amostras de controles positivos. 

Inconclusivo2: inconsistência no aparecimento de amplificação, por razões desconhecidas, o 

que impede de se chegar a uma conclusão confiável. 
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5. DISCUSSÃO 

 As células-tronco despertam o interesse de pesquisadores desde a sua 

descoberta devido às suas características. Já se sabe que o cultivo das CTMs 

em ambiente tridimensional em matriz de colágeno (3D) se aproxima mais do 

ambiente natural tecidual, promovendo maior interação entre as células 

cultivadas e a matriz, uma vez que oferece suporte mecânico às CTMs, 

característica esta que não é encontrada no tradicional cultivo bidimensional 

(LIU et al., 2007). Neste contexto, se vê a importância do estudo da forma de 

cultivo das CTMs, essencial para futuros estudos. Uma das formas de se obter 

importantes elucidações sobre as diferenças entre as formas de cultivos 

dessas células se dá pelo estudo da expressão gênica. 

Desta forma, o texto que se segue visa discutir o contexto e a 

importância dos resultados adquiridos nessa dissertação para os estudos 

futuros das CTMs. 

 

5.1. Citocinas 

 

As citocinas têm papel importante no perfil imunomodulatório celular, 

uma vez que atuam na comunicação entre as células vizinhas ou sobre as 

próprias células que as produziram, podendo assim regular a resposta 

inflamatória (DE OLIVEIRA et al., 2011). Dentro das citocinas, temos o grupo 

das interleucinas, que podem ter ação pró- ou anti-inflamatórias. Seis membros 

deste grupo foram analisados no presente trabalho: IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 

e IL10. 

A expressão de IL-1β aumentou significativamente no cultivo 3D. Esta 

interleucina tem ação pró-inflamatória, ativando o endotélio vascular e 

linfócitos, e co-estimulando APCs (ZHANG e AN, 2007; MURPHY, 2014). Este 

resultado sugere que o cultivo em 3D aumenta essa citocina pró-inflamatória, o 

que poderia ter um efeito que anularia uma possível ação anti-inflamatória da 

CTMs cultivada em 3D. 

A expressão do gene de TNF não apresentou aumento significativo na 

condição 3D. A produção desta citocina pró-inflamatória é estimulada por 

outras citocinas, como IFN-γ, IL-1, IL-2, pelo CSF-2, entre outros elementos. 
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Em contrapartida, a sua produção é inibida pela IL-6 e IL-10 (VARELLA e 

FORTE, 2001; DE OLIVEIRA et al., 2011). Portanto, apesar do aumento 

observado não ter sido significativo, nossos resultados podem indicar que o 

aumento de IL-1β pode ter uma relação com a tendência de aumento de TNF-α 

na condição 3D. 

A IL-10 apresentou expressão apenas em uma das culturas da condição 

2D, mas expressou-se em todas as culturas quando na condição 3D. Esta 

citocina tem propriedades anti-inflamatórias, impedindo a produção de IFN-γ 

pelas células NK e inibindo citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6 e TNF-α 

(DE OLIVEIRA et al., 2011). Por ter propriedades anti-inflamatórias, condiz com 

a característica imunomoduladora atribuída às CTMs (GAO et al., 2016). A 

presença de IL-10 em culturas de CTMs já foi abordada em outros trabalhos, 

inclusive no que diz respeito a estimular a produção de IL-10 por células do 

sistema imune (NASEF; ASHAMMAKHI e FOUILLARD, 2008). O resultado 

sugere que a expressão de IL-10 é muito baixa ou inexistente na condição 2D, 

mas é induzida pelo ambiente 3D. Isto indica que o cultivo 3D tornou a ação 

das CTMs mais anti-inflamatória. 

IL-1α e IL-6 não apresentaram variação significativa entre as duas 

formas de cultivo. Ambas têm ação pró-inflamatória e a sua expressão em 

CTMs condiz com as informações encontradas no trabalho de Nakanishi e 

colaboradores (2011). O cultivo em ambiente 3D não altera significativamente a 

expressão de IL-1α e IL-6, mas sugere uma tendência à redução das mesmas 

no modelo de cultivo 3D, o que pode indicar um perfil menos inflamatório nas 

CTMs cultivadas dessa forma. 

O gene de CSF-2, também chamado de GM-CSF, foi expresso em 

ambas as condições, porém não apresentou diferenças significativas entre as 

mesmas. Sua expressão em CTMs condiz com a literatura (ZHU et al., 2003), 

entretanto a forma de cultivo não alterou a sua expressão.  

A expressão de IFN-γ aconteceu em apenas uma das três culturas, tanto 

na condição 2D quanto na 3D, mas sem alteração entre elas. Apesar de 

nossos resultados serem inconclusivos, em experimento com CTMs de 

camundongos, Liu et al. (2015) avaliou a ação de IFN-γ produzida por essas 

células na inibição da diferenciação de linfócitos, o que confirma que as CTMs 

podem expressar IFN- γ, apesar de termos analisado CTMs de ratos.  
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As interleucinas IL-2 e IL-4 foram as únicas que não apresentaram 

expressão em nenhuma das condições. Para assegurar que realmente não há 

expressão de IL-2 e IL-4 nas CTMs, será necessário avaliar a eficiência dos 

primers utilizados no experimento, testando-os em uma amostra que 

conhecidamente expressa essas interleucinas. 

Em relação à expressão de citocinas, o aumento significativo de IL-1β, 

uma interleucina pró-inflamatória, juntamente com a indução da expressão da 

interleucina anti-inflamatória IL-10, e a não alteração significativa da expressão 

de outras citocinas estudadas, sugerem que o cultivo das CTMs na condição 

3D não direciona as CTMs a terem um perfil em um determinado sentido 

imunomodulador. Entretanto, pode sugerir que as CTMs se tornam mais ativas 

imunologicamente quando cultivadas em ambiente 3D. 

 

5.2. Receptor CXCR4 

 

O CXCR4 é o receptor da CXCL12, que atua em células de medula 

óssea CD34+, monócitos, células B, neutrófilos, células dendríticas, entre 

outras. Portanto, células que apresentam o receptor CXCR4 são atraídas para 

os locais da lesão, onde o CXCL12 é liberado (GUERREIRO et al., 2011; 

MURPHY, 2014). Diversos trabalhos na literatura têm demonstrado que o 

sistema quimiotático CXCL12/CXCR4 está envolvido no tropismo das CTMs 

para áreas de lesão, especialmente em lesões do SNC (SHYU et al., 2006; CUI 

et al., 2007; WANG et al., 2008). O tecido nervoso lesionado expressa a 

quimiocina CXCL12 na periferia da lesão isquêmica, sendo esta expressão 

feita principalmente por astrócitos e células endoteliais (CUI et al., 2007). As 

CTMs expressam o receptor CXCR4, e sua expressão aumenta quando estas 

células interagem com o tecido nervoso lesado (SHYU et al., 2006; CUI et al., 

2007; WANG et al., 2008). Além disso, diferentes estratégias que induzem o 

aumento da expressão do receptor CXCR4 pelas CTMs resultam em aumento 

da capacidade terapêutica destas células, promovendo o aumento da 

recuperação neurológica em modelos animais de isquemia cerebral (CUI et al., 

2007; BANG et al., 2012; YU et al., 2012). 

Em nossos resultados foi observado que a expressão do gene do 

receptor CXCR4 aumentou significativamente quando as CTMs foram 
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cultivadas no ambiente 3D. Portanto, podemos concluir que as CTMs 

cultivadas em matriz 3D de colágeno estão mais propícias a serem 

quimioatraídas para a região da lesão, o que pode aumentar sua capacidade 

terapêutica. De fato, trabalhos na literatura têm demonstrado que o cultivo em 

3D em matriz de colágeno aumenta a recuperação funcional promovida por 

estas células (QU et al., 2011; MAHMOOD et al., 2014; DE FREITAS et al., 

2015). Assim, nosso resultado indica que o cultivo em 3D pode ser mais uma 

estratégia para aumentar a expressão do receptor CXCR4, aumentando a 

quimioatração das CTMs por tecidos lesionados e, consequentemente, 

aumentando sua habilidade terapêutica. 

 

5.3. Fatores neurotróficos e receptores de neurotrofinas 

 

As análises desenvolvidas no presente estudo indicam que há a 

expressão de NGF pelas CTMs cultivas na condição de cultivo convencional 

(2D), o que já foi descrito na literatura por outros autores (AUFFRAY et al., 

1996; CRIGLER et al., 2006; SALGADO et al., 2015; CASEIRO et al., 2016). 

Além disso, nossos resultados mostraram que o NGF foi a única neurotrofina 

que teve a sua expressão reduzida na condição de cultivo 3D (mais 

especificamente, a sua subunidade funcional, a beta). Como esta neurotrofina 

está envolvida no reparo e recuperação funcional após danos ao tecido 

nervoso, este resultado pode sugerir uma diminuição de parte da capacidade 

neuroprotetora das CTMs quando cultivadas em ambiente 3D. Entretanto, isso 

não significa que estas células não sejam capazes de expressar o NGF quando 

em contato direto com o tecido nervoso lesado, como sugerem diversos 

trabalhos na literatura (CHEN et al., 2002; SALGADO et al., 2015), e futuros 

estudos são necessários para verificar a profundidade e a duração do efeito do 

cultivo em 3D na capacidade de expressão do NGF pelas CTMs. Por exemplo, 

em um estudo recente utilizando protocolo de cultivo de CTMs de rato em 

matriz 3D de colágeno semelhante ao nosso, foi observado aumento da 

expressão do NGF em relação ao cultivo em 2D (LEE et al., 2014), o que 

poderia ser um resultado contraditório ao nosso. Entretanto, no referido 

trabalho a análise da expressão do NGF foi feita com no mínimo três dias de 

cultivo, ao contrário do nosso trabalho, onde a avaliação foi feita apenas com 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caseiro%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26880998
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um dia de cultivo. Estes resultados sugerem que o tempo de cultivo é um fator 

importante na expressão de NGF, e possivelmente também na expressão de 

vários outros genes. Nós optamos por avaliar o tempo de 24h de cultivo pois foi 

o protocolo adotado em diferentes estudos que visavam a administração 

intralesional das CTMs em colágeno em modelos de lesão cerebral (QU et al., 

2011; MAHMOOD et al., 2014; DE FREITAS et al., 2015), um dos focos de 

estudo do nosso grupo de pesquisa. Entretanto, os estudos precisam avançar 

no sentido de se avaliar diferentes condições, como tempo de cultivo, tipo de 

matriz 3D e demais fatores relevantes. 

A observação de expressão dos fatores neurotróficos NT-4 e GDNF 

pelas CTMs em condição convencional de cultivo no nosso trabalho está de 

acordo com o já demonstrado pela literatura (LEE et al., 2014; CASEIRO et al., 

2016). Com relação à NT-4, de acordo com o trabalho de Crigler et al. (2006), 

esta neurotrofina não é expressa em CTMs humanas em cultivo convencional. 

Em nosso trabalho utilizamos CTMs de ratos, o que pode justificar a 

discrepância nos resultados. Com relação ao efeito do cultivo ao cultivo em 3D, 

nossos resultados mostraram que esta condição não alterou o nível de 

expressão gênica destes dois fatores neurotróficos. Com relação à NT-4, nosso 

resultado está de acordo com o observado em um estudo utilizando protocolo 

de cultivo de CTMs de rato em matriz 3D de colágeno semelhante ao nosso, 

onde também não foi observada diferença na sua expressão entre as 

condições 2D e 3D após três dias de cultivo (LEE et al., 2014). Ao contrário do 

observado na expressão gênica do NGF, onde parece haver inversão do efeito 

na expressão entre um e três dias de cultivo em 3D, no caso do NT-4 o tempo 

não parece ser um fator tão relevante (pelo menos até o tempo de três dias de 

cultivo). Isto só demonstra a complexidade dos fatores envolvidos na 

expressão gênica e a variabilidade dos efeitos dos diversos fatores entre 

diferentes genes, ainda que pertencentes a uma mesma classe estrutural e/ou 

funcional. 

Os nossos resultados da expressão gênica da NT-3 e do seu receptor, 

NTRK3, foram considerados inconclusivos por apresentarem expressão em 

apenas uma das três culturas analisadas, e somente na condição 2D (Tabela 

4). Com relação a expressão da NT-3, Crigler et al. (2006) avaliou CTMs 

humanas por qPCR e não obteve expressão de NT-3. Apesar de nosso 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caseiro%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26880998
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resultado ser inconclusivo, ele sugere uma baixa tendência de expressão do 

NT-3 nas CTMs, estando de acordo com o trabalho citado. Entretanto, outros 

trabalhos têm descrito a expressão de NT-3 por CTMs em condição de cultivo 

convencional (2D) (LEE et al., 2014; CASEIRO et al., 2016). Em estudo com 

CTMs de rato cultivadas em protocolos similares às duas condições avaliadas 

no nosso trabalho foi observada expressão da NT-3, sem ocorrência de 

diferença entre os cultivos em 2D e 3D (LEE et al., 2014). Os nossos 

resultados inconclusivos, bem como a discrepância de resultados observados 

na literatura, indicam que mais estudos precisam ser realizados para que a 

expressão gênica da NT-3 e do seu receptor pelas CTMs seja melhor 

compreendida. 

Em nossa análise não foi observada expressão gênica da neurotrofina 

BDNF em nenhuma das condições de cultivo. Apesar desta observação sugerir 

que o BDNF não é expresso pelas CTMs, este resultado foi considerado 

inconclusivo pois a verificação da eficácia do primer utilizado ainda precisa ser 

realizada (Tabela 4). A expressão do BDNF pelas CTMs em condição de 

cultivo convencional tem sido descrita na literatura (CRIGLER et al., 2006; 

SALGADO et al., 2015; CASEIRO et al., 2016). Entretanto, na própria literatura 

existem resultados divergentes com relação à expressão do BDNF por estas 

células. Por exemplo, a expressão do BDNF não foi observada em CTMs 

humanas após um dia de cultivo em 2D (CHEN et al., 2002), de forma similar 

ao nosso resultado com CTMs de rato. Entretanto, a expressão do BDNF foi 

observada em tempos maiores de cultivo (quatro e sete dias) (CHEN et al., 

2002). Em estudo com CTMs de rato foi observada expressão do BDNF na 

condição 2D após três dias de cultivo, com aumento desta expressão induzido 

pelo cultivo em 3D (matriz de colágeno) (LEE et al., 2014). As divergências na 

literatura podem indicar diferenças nas espécies ou nos protocolos utilizados, 

mas também sugerem que mais estudos ainda precisam ser realizados para 

clarificar o perfil de expressão desta importante neurotrofina pelas CTMs. 

Os nossos resultados mostraram que, com exceção do NTRK3, que teve 

resultado inconclusivo (Tabela 4), todos os receptores de neurotrofinas 

analisados tiveram a sua expressão gênica aumentada significativamente no 

cultivo 3D: o NGFR, que pode se ligar com baixa afinidade às quatro 

neurotrofinas avaliadas (NGF, BDNF, NT-3 e NT-4); o NTRK1, que se liga ao 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caseiro%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26880998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caseiro%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26880998
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NGF e ao NT-3; e o NTRK2, que se liga ao BDNF e ao NT-4. Estudos prévios 

já haviam identificado a expressão dos genes dos receptores NTRK1 e NTRK2 

em CTMs cultivadas em ambiente 2D (HERMANN et al., 2004; BLONDHEIM et 

al., 2006). Em um estudo onde foi comparada a expressão diferencial de 

inúmeros genes entre CTMs cultivadas em 2D e 3D (com matriz de colágeno) 

foi verificado o aumento da expressão do NGFR na condição 3D (QU et al., 

2011), estando de acordo com o resultado obtido no nosso estudo. Portanto, os 

nossos resultados indicam que as CTMs podem ficar mais responsivas aos 

fatores neurotróficos quando cultivadas em ambiente 3D. Entretanto, a redução 

da expressão da subunidade ativa do NGF (NGF-β) e a não alteração na 

expressão nas demais neurotrofinas sugerem que o simples cultivo em 3D não 

aumenta a potencial neuroprotetor das CTMs. Esse potencial, que é 

amplamente demonstrado na literatura em diversos modelos de lesão do SNC, 

possivelmente é induzido quando as CTMs entram em contato com o tecido 

nervoso lesado. Neste contexto, o aumento da expressão dos receptores de 

neurotrofinas em cultivo 3D observado no nosso trabalho podem ter um papel 

importante neste mecanismo, uma vez que as CTMs cultivadas em 3D podem 

ficar mais sensíveis ao reconhecimento de um ambiente de tecido nervoso 

lesionado, onde ocorre o aumento da liberação das neurotrofinas por células 

neurais (PEZET e MCMAHON, 2006; SEBBEN et al., 2011). 

 

Nossos resultados não esgotam a questão levantada aqui, mostrando a 

necessidade de aprofundar os estudos, analisando as CTMs sob outras 

condições, como a influência do tecido nervoso normal ou lesionado durante o 

cultivo dessas células, a fim de avaliar como a presença de fatores teciduais 

afetam o seu perfil de expressão gênica. Além disso, neste trabalho foi visto 

apenas o efeito do cultivo em 3D na transcrição gênica. Estudos do nosso 

grupo já estão em andamento no sentido de verificar o efeito deste cultivo na 

expressão total de proteínas. E estes futuros resultados certamente irão 

enriquecer ainda mais a avaliação fenotípica e funcional da influência dos dois 

tipos de cultivo, amplificando nossa compreensão sobre seus efeitos nas 

propriedades terapêuticas destas células que representam atualmente uma 

grande esperança para o tratamento de inúmeras patologias que envolvem 



 

42 

  

lesão tecidual e inflamação. Em especial as que envolvem lesões do SNC, 

patologias estas que são as maiores responsáveis por morte e incapacitação 

de pessoas no mundo atual. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Os nossos resultados sugerem que o simples cultivo das CTMs na 

malha de colágeno (ambiente 3D) não altera de forma evidente o perfil 

imunomodulador destas células. Entretanto, como ocorre o aumento da 

expressão de uma citocina pró-inflamatória (IL-1β) e de uma anti-inflamatória 

(IL-10), possivelmente o cultivo em 3D pode tornar as CTMs mais 

imunologicamente ativas, tornando-as mais rapidamente atuantes quando elas 

interagem diretamente com os fatores presentes no tecido lesionado. 

As CTMs cultivadas no modelo 3D podem se tornar mais responsivas à 

quimiocina CXCL12 normalmente liberada por tecidos lesionados, visto que a 

expressão dos receptores CXCR4 aumentou, sugerindo um aumento da 

eficácia terapêutica das CTMs cultivadas no modelo 3D.  

Os nossos resultados também sugerem que o simples cultivo das CTMs 

no ambiente 3D não as tornam mais neuroprotetoras, visto que não aumentam 

a expressão de neurotrofinas. Sugere também que as CTMs podem se tornar 

mais responsivas aos fatores neurotróficos, uma vez que a expressão dos 

receptores NGFR, NTRK1 e NTRK2 aumentou significativamente. 
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