
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE MEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA: CIÊNCIAS 

MÉDICAS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Avaliação do Potencial Imunomodulador de células-
tronco mesenquimais isoladas a partir de polpa 

dental, tecido adiposo e medula óssea. 
 

 

 

 

FELIPE VALLE FORTES RODRIGUES 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Porto Alegre 

2015 

 



 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE MEDICINA 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA: CIÊNCIAS 

MÉDICAS 
 

 

 

 

 

 

Avaliação do Potencial Imunomodulador de células-tronco 
mesenquimais isoladas a partir de polpa dental, tecido 

adiposo e medula óssea. 
 

 

 

 

FELIPE VALLE FORTES RODRIGUES 

 

 

 

 

Orientador: Prof
a
. Dra. Lucia Mariano da Rocha Silla 

 

Co-orientador: Prof
a
 Dra. Bruna Amorin  

 
 

 

 

 

 

Dissertação apresentada como 

requisito parcial para obtenção do 

título de Mestre/Doutor em Medicina: 

Ciências Médicas, da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, 

Programa de Pós-Graduação em 

Medicina: Ciências Médicas. 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2015 
 



 



 

Banca Examinadora 
 

 

 

 

 

Professora Doutora Liane Esteves Daudt  –PPGSCA-UFRGS 
 

Professor Doutor Ricardo Machado Xavier – PPGCM – UFRGS 
 

Professora Doutora Mariana Bohns Michalowski – UFRGS - HCPA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Agradecimentos 

 

 

À minha hoje esposa, na época do início deste trabalho namorada, pelo apoio e carinho, 

aguentando os surtos e compartilhando conselhos muitos importantes, levando normalmente a 

risadas e descontração necessária à felicidade. 

  

À minha família pelo apoio e carinho durante a realização do trabalho e nas escolhas que 

acompanham o término desse trabalho e começo do próximo  

 

Especificamente à minha prima que ao seu modo tornou possível o estímulo que guiou o 

término deste trabalho e os primeiros passos do doutorado. 

 

Aos meus amigos que mantiveram minha insanidade completa do modo mais divertido 

possível. 

 

À minha orientadora que me aceitou em seu grupo num momento “sem norte” e ensinou 

muito sobre ciência e o porquê é tão importante fazê-la. 

 

Aos meus colegas de laboratório por auxiliarem ensinando desde as técnicas básicas até a 

simples companhia e compartilhar de discussões que ensinou muito. E, claro,  por me 

apresentarem instituições dedicadas à  parte da vida de laboratório que começa pós 

expediente, como o lagon e o Chiquinho. 

 

 



 

  

Resumo 
 

 

Introdução: Células tronco mesenquimais (CTM) são uma população residente nos tecidos 

adultos de origem mesodérmica, com funções regenerativas de manutenção da integridade 

tecidual, com destaque no desempenho imunomodulador. Esse aspecto levou as CTM a tornarem-

se ferramentas terapêuticas valiosas da pesquisa à assistência ao paciente em doenças autoimunes 

e de cunho inflamatório. Além disso, CTM podem ser isoladas de materiais tidos como descarte 

de procedimentos, como dentes decíduos, filtros de transplante de medula óssea e gordura. Nesse 

panorama, torna-se necessário estabelecer o efeito que a origem tecidual tem na eficiência 

imunoreguladora e na possível aplicabilidade clínica destas células. Objetivo: Comparar o 

potencial imunomodulador de células mesenquimais isoladas a partir de filtros descartados após a 

infusão de medula óssea, de lipoaspirado e de polpa de dentes decíduos. Métodos: Foi realizada a 

comparação da capacidade proliferativa de CTMs, cultivadas na presença de lisado plaquetário, 

das diversas fontes através do cálculo de population doubling das CTM em co-cultura com 

linfócitos T isolados em coluna magnética e com células mononucleares de sangue periférico, 

estimuladas com fitohemaglutinina; e determinado por citometria de fluxo o efeito das CTM das 

diversas fontes sobre as subpopulações linfocitárias. Resultados:  CTM das três fontes foram 

capazes de inibir a proliferação de linfócitos e CTM de tecido adiposo foram mais eficientes em 

induzir o fenótipo de células T reguladoras e na diminuição de células T citotóxicas. Conclusão: 

comparadas à CTM isoladas de medula óssea e de polpa dentária, as CTM originadas de tecido 

adiposo exibem efeito imunomodulador mais acentuado.  

Palavras chave: célula tronco mesenquimal (CTM); Immunomodulação; polpa dental; 

lipoaspirado; proliferação; lisado plaquetário.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 
 

Background: Mesenchymla stromal cells (MSC) reside in most adult tissue of mesenchymal 

origen, with a broad functions envolving cell repopulation and maintenence of tissue homeostasis, 

trough immunemmodulatory action. MSC are valuable terapêutic instruments applied from 

research to autoimune and inflamatory diseases. MSC can be isolated from  diverse discarted 

biological matherials, like lipoaspirate, exfoliated deciduous teeeth and boné marrow ransplant 

filters. There so it´s necessary to stablish how source can impact MSC efficiency and possible 

clinical aplications. Objective: Compare immunomodulatory potential of adipose MSC and dental 

pulp MSC to boné marrow MSC. Methods: MSC from three selected sources were cocultured 

with phytohemaglutinin stimulated and magnetically isolated T cells and peripheral blood 

mononuclear cells; immunephenotype of cocultivated lymphocytes were also conducted. Results: 

MSC from all analyzed sources were capable to inhibit lymphocyte proliferation. Adipose MSC 

were capable to induce Treg phenotype and decrease T CD8
+
 limphocytes. Conclusion: Cell 

culture and therapy with MSC present many paradigms and we address to some of those to 

elucidate the possible most efficient source. 

 

 

 

Key Words: Mesenchymal Stromal cells (MSC); immunmmodulatory potential; Dental pulp; 

SHED; adipose tissue; platelet lysate 
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1.Introdução 
 

A noção conceitual de origem de vida celular a partir de outra célula e assim 

uma célula seria a parte menor da estrutura do organismo contribuindo para a 

manutenção da função e estrutura dos tecidos, pode ser atribuída a teoria de 

Rudolph Virchow “omnis cellula e cellula”: toda célula provém de uma célula, 

introduzindo uma linha de continuidade e renovação tecidual [1]. Quase 100 anos 

depois, o trabalho de Till e MacCuloch [2] em que células de medula são 

transplantadas em modelo murino e formam nódulos com proliferação celular in vivo, 

introduz a possibilidade de manipulação da teoria de Virchow com células-tronco de 

medula, demonstrando a possibilidade de manipular células in vitro com aplicação in 

vivo e células pioneiras dando origem a outras que cumprem um processo de 

diferenciação; resultados e teorias como estas geraram muito mais perguntas do 

que respostas, abrindo as portas para os estudos em células-tronco e sua aplicação 

terapêutica. 

Células-tronco são células indiferenciadas com a característica distinta de 

contínua auto renovação e geração de clones com a mesma capacidade de 

replicação e diferenciação. As células tronco são conceitualmente classificadas na 

literatura como células tronco embrionárias (CTE) e células-tronco adultas (CTA). A 

precisa expressão dos fatores de transcrição como Nanog, Gata5, Oct4 e Cdx2 

levam a polarização do embrião e a formação da massa celular interna do 

blastocisto, onde são isoladas as CTE pluripotentes, ou seja, células capazes de 

gerar vários tecidos e orgãos [3]; primeiro caracterizadas por Cole Edwards em 1966 

[4]. As CTAs são células multipotentes residentes nos tecidos somáticos, agindo no 

reparo e regeneração dos diversos tipos celulares que compõe determinado tecido 

ou órgão e cujas características são definidas a partir de seu nicho específico [5]. As 

células tronco mesenquimais (CTM) são CTA, pela capacidade de auto-renovação, 

que compõe o estroma de diversos órgãos e tecidos.  

 



2 

 

  

2. Revisão da literatura 
 

2.1 Estratégia utilizada para a revisão da literatura 

A revisão da literatura foca-se em relacionar as características relevantes no 

panorama multifatorial da relação entre células mesenquimais, subtipos linfocitários 

e o microambiente dos nichos de origem. A busca foi realizada exclusivamente em 

meio digital, nas plataformas Scopus, Pubmed, CAPES e Scielo (Regional). As 

termos chave utilizados foram: 1 mesenchymal stem cell 2 comparison of MSC 

sources 3 Adipose derived MSC 4 Mesenchymal stem cell immunomodulatory 

potential 5 MSC immunomodulation mechanisms 6 Mixed lymphocyte reaction 7 

MSC lymphocyte coculture 8 Platelet Lysate.  
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A. SCOPUS 

B. 
PUBMED 

D. SCIELO 

C. 
 CAPES 

20 22662 A C 9459 4

13954 B D 113 10

10 2165 A C 183 11

6 169 B D 0

8 1582 A C 1722 5

12 582 B D 3 2

5 563 A C 1224 4

9 472 B D 1

6 213 A C 971 9

12 472 B D 0

9 40 A C 757 6

7 3571 B D 3

7 A C 321 8

12 152 B D 0

2 A C 1134 15

568 B D 8

8 118 A C 160 3

6 93 B D 0

2 A C 43 2

12 6 B D 0

248 A C 281 4

8 194 B D 0

1 1 A C 13 1

1 1 B D 0

7

8

1+8

3+8

1+6

7+8

1

2

3

4

5
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2.2  Células Mesenquimais 

As células-tronco mesenquimais (CTM), um tipo específico de CTA, foram 

primeiramente identificadas por Friedenstein [6] [7] a partir da medula óssea, e 

chamadas por ele de unidades formadoras de colônia de fibroblasto (CFU-F), pelo 

formato similar à fibroblastos,  pela característica de adesão ao plástico e pela 

capacidade de diferenciação em linhagens derivadas do mesoderma como 

osteócitos, condrócitos e adipócitos. A medula óssea, derivada do mesoderma, 

possui células multipotentes hematopoiéticas responsáveis pela renovação de 

células sanguíneas, e CTM as quais residem no microambiente celular que constitui 

o estroma da medula óssea e auxiliam na hematopoese [8]. Hoje se sabe da 

presença de CTM nos diversos tecidos: fígado [9]; tecido adiposo [10]; pulmões [11]; 

coração [12]; polpa dental [13]; musculo [14]; cordão umbilical [15] [16]; placenta, 

polpa dentária, membrana sinovial e tendões [17].   

A CTM pode apresentar uma grande variedade de antígenos de superfície 

das várias populações celulares presentes nos tecidos fonte, não existindo ainda um 

marcador único para caracterizá-las. A variedade de proteínas expressas na 

membrana também é influenciada por transcriptoma distinto [18]. A “International 

Society for Cellular Therapy” (ISCT), nomeou regras para que uma célula possua 

corretamente a nomenclatura de mesenquimal: isolamento pela característica 

aderente ao plástico; diferenciação em tecido ósseo, cartilaginoso e adiposo; 

marcadores positivos de superfície celular como CD 105, CD73 e CD90 e ausência 

dos marcadores de células tronco hematopoiéticas, CD 14, CD34 e CD45 [19].  

 

  

 
2.3 Nicho Celular 

A pesquisa em CTM está ancorada em uma meta: reparo tecidual. A 

estratégia tanto de pesquisa quanto de aplicação clinica está em como conduzir os 

mecanismos celulares para atingir essa proposta. Um dos maiores reguladores da 

função da célula mesenquimal é microambiente altamente dinâmico em que ela está 

inserida no tecido [20]. O termo nicho (do inglês ”niche’) foi primeiramente utilizado 
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por Schofield em 1878, na proposta de que as células mesenquimais seriam 

mantidas indiferenciadas pelas células vizinhas, a não ser que esse equilíbrio mude, 

levando a mitose e a uma progene diferenciada [21]. O nicho existe como um fator 

de equilíbrio baseado em: contato célula-célula; fatores, citocinas e exossomos 

secretados; inflamação; sinalização pela membrana extracelular; parâmetros 

ambientais como elasticidade e volume de oxigênio dissolvido [22].  

 

2.3.1 Medula Óssea: 

 

O estroma medular apresenta uma estrutura espacial organizada para suas 

diversas linhagens celulares. As células tronco pode concomitantemente apresentar 

um papel proliferativo, com capacidade de sair rapidamente do estado G0, ou 

quiescente, com perfil de reconstituição de longo prazo no nicho [23] [24]. Li et al. 

sugeriram um modelo de zoneamento, de modo que a região medular dominada por 

osteoclastos favorece o perfil estocástico  e a sinalização do endotélio vascular 

induz um perfil mais ativo e proliferativo [25]. 

O papel regulatório que as CTM exercem sobre as CTH tem sido 

demonstrado por vários autores. Nilson et al demonstraram a presença de células-

tronco hematopoiéticas (CTH) transplantadas na região endosteal da medula, 

sugerindo a relação de nicho com os osteoblastos [26]. A função do osteoblasto 

sobre o nicho na medula óssea é reforçada pela secreção de fatores de 

crescimento, principalmente HGF (do inglês - hepatocyte growth fator) e G-CSF (do 

inglês - granulocyte colony-stimulating fator) e por evidências de aumento da 

proliferação celular em técnicas de co-cultura in vitro, [27] [28] [29]. Calvi et al. 

comprovaram o papel regulatório dos osteoblastos sobre a proliferação das CTH in 

vivo e in vitro; o aumento do número de osteoblastos está diretamente relacionado 

ao aumento específico de células progenitoras, através do contato célula-célula 

evidenciado pela influência do receptor NOTCH e seu ligante JAGGED-1, e do 

estímulo pelo hormônio PTH (do inglês-Parathyroid Hormone) in vivo [30] [31]. 

Complementarmente, o PTH age no ancoramento das células ao nicho através da 

expressão de SDF-1 [32]. A ablação de osteoblastos leva a redução no número de 

células na medula, podendo levar a hematopoiese extramedular no baço. No 
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entanto, a falta do osteoblasto quebra o equilíbrio do nicho, mas não é 

individualmente capaz de parar a hematopoese, evidenciando a presença de outros 

fatores [33]. 

A regulação do ciclo circadiano com liberação de hormônios adrenérgicos 

pelo sistema nervoso simpático regula a mobilização das células- tronco 

hematopoiética e a proliferação de osteoblastos. A ativação dos receptores β-

adrenérgico leva a diminuição da fosforilação do fator de transcrição Sp1, necessário 

para a ativação do gene da proteína CXCL12, levando a mobilização de CTH do 

nicho medular para a corrente sanguínea [34]. As células do sistema nervoso, 

particularmente as células de Schwanm – células da glia não mielinizadas, também 

apresentam regulação direta no nicho medular pela ativação do TGF-β que induz a 

CTH a um perfil quiescente [35]. O TGF-β em estado inativo ligado à matriz 

extracelular é secretado por diversas células na medula óssea, mas principalmente 

por megacariócitos, [36].  

Corroborando as evidências de Li et al. em que células do endotélio suportam 

in vitro o estado  proliferativo e capaz de repopular o nicho de células de medula, 

Kiel et al. demonstraram a presença de CTM no endotélio sinusal de capilares da 

medula através da expressão diferencial da família SLAM de proteínas de 

membrana nas células progenitoras [37] [38]. Desse modo, a constituição espacial 

da CTM  no  estroma medular está co localizado com eixos de sinalização:  SDF-

1(também chamado de CXCL12) com o receptor CXCR4 [39]; através das junções 

gap CX43 e CX45 [40]; da presença de células reticulares abundantes em CXCL-12, 

também chamadas de “CAR”( do inglês – CXCL12 abundant reticular cells”)   [41]  

 A CTM está localizada na proximidade das CTH e são caracterizadas in sito 

como Nestin-GMP+ e/ou positivas para o receptor leptina (LepR+). Frenette et al 

demonstraram que células transfectadas com GMP, (sob a ativação do promoter de 

nestina, chamando essas células de Nestin-GMP+), Encontram-se adjacentes às 

CTH na região perivascular expressando transcriptoma de genes constitutivos da 

manutenção e quimiotaxia da CTH: CXCL12, ”osteopoietin”, interleucina-7 e 

“vascular cell adhesion molecule-1”. A deleção desses genes levou a redução no 

número de células hematopoéticas. Os autores também co-localizaram células 

Ostrix+, fator de transcrição ósseo, com células Nestin-GMP+ no espaço entre a 
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trabécula óssea e os vasos sanguíneos, indicando a influencia das CTMs na 

osteogêne [42]. Morrison et al demonstraram que CTM LepR+ da medula óssea têm 

a capacidade de modular a atividade proliferativa da CTH multipotente. As CTM 

LepR+ expressam CxCL12 e SCF – moléculas envolvidas na regulação da CTH e a 

deleção no gene do LepR leva a perda de CTH, indicando participação da CTM na 

manutenção da CTH [43]. Finalmente, Zhou et al demonstraram que as células 

LepR+ são normalmente quiescentes, entrando em diferenciação osteogênica e 

adipogênica em caso de lesão [44].  

 
2.3.2 Tecido Adiposo 

 

 O tecido adiposo, inicialmente considerado um simples armazenador de 

energia, consolidou-se como um órgão endócrino de função complexa; Wertheimer e 

Shapiro foram os primeiros, em 1948, a considerar que o tecido adiposo era 

metabolicamente ativo e regulado por fatores sinápticos e endócrinos [45]. Existem 

basicamente dois tipos de gordura: marrom e amarela. A gordura marrom é 

responsável por transformar a energia armazenada em calor e a amarela por 

armazenar energia e liberá-la em vesículas metabolizáveis pelas células dos tecidos 

[46].  

A possibilidade de extração de células multipotentes do tecido adiposo foi 

evidenciada, assim como sua cito-morfologia, em 1976 por Van e col. [47]. Hauer e 

col., em 1989 demonstraram a capacidade de diferenciação adipogênica dessas 

células, induzidas por cortisol, “lipase lipoprotein” e “glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase (GPDH)” [48]. Zuk e col. foram os primeiros a demonstrar, em 2001, 

as características de diferenciação osteogênica, condrogênica e adipogênica a partir 

de células isoladas de lipoaspirado, caracterizando propriamente as células 

multipotentes do tecido adiposo como células mesenquimais [49].   

 Dada a grande disparidade de nomenclaturas utilizadas na literatura para 

descrever células derivadas do tecido adiposo, aderentes ao plástico, capazes de 

após múltiplas passagens manter sua característica multipotente, a Sociedade 

Internacional de Tecnologia Aplicada a Gordura (do inglês-International Fat Applied 

Technology Society – IFATS)  estabeleceu a normativa de nomenclatura células 
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tronco/estromais derivadas de tecido adiposo (do inglês adipose-derived 

stromal/stem cells (ADSC) [50].  

As ADSC residem no endotélio perivascular do tecido adiposo [51]. Traktuev 

et al col. co-localizaram ADSC na microvasculatura do tecido adiposo, classificando-

as como células CD140+CD34+CD31−CD45-CD144- capazes de rápida diferenciação 

adipogênica  [52]. Zimmerlin e col. elucidaram a localização in sito investigando 

marcadores conhecidos do endotélio e caracterizaram uma população perivascular 

CD90+ CD34+ CD31− CD146− smA− [53]. Em outro trabalho, Traktuev demonstrou a 

aplicação de implantes in vivo realizados após bioengenharia in vitro com  colágeno, 

células progenitoras endoteliais e com células ADSC. O biomaterial  estabilizou o 

fluxo sanguíneo no local do transplante em quadro dias com a presença de 

neovascularização e a melhora da estrutura do endotélio [54]. Desse modo, o 

desenvolvimento do tecido adiposo leva a formação de novos vasos que sinalizam 

tanto o recrutamento de ADSC quanto sua diferenciação em adipócitos [55]. De 

modo similar, o VEGF sinaliza a diferenciação de ADSC em células do endotélio 

vascular [56]. 

A sinalização do nicho para o comprometimento da ADSC com a linhagem 

adipogênica é vital e estimulada principalmente por picos de insulina e pelo excesso 

de glicose. Os adipócitos secretam adipocinas (do inglês, “adipokines”) [57] que 

induzem as ASDC do estado pluripotente a pré-adipócitos, principalmente pela 

sinalização via de BMP4,BMP2,WNT e Hg. Na presença de açucares, as vias de 

sinalização tem “feedback” positivo e levam a expressão de diferentes receptores, 

como GLUT4 e de lecitina [57][58].  

A hypoxia é um fator determinante no tecido adiposo. O aumento do volume 

do tecido, principalmente em casos de obesidade, resulta em ambiente hipóxico 

para as células e sinaliza a diferenciação adipogênica e a expansão clonal para as 

ADSC [59] [60] [61]. 

“Fibroblast growth factor” (FGF) tem papel clinico relevante na homeostase do 

nicho da célula ADSC. Wang e col. demonstraram que enxertos de tecido adiposo 

suplementados com células ADSCs cultivadas com “basic fibroblast growth factor” 

(bFGF) tiveram aumento na sua sobrevida. O aumento de VEGF e PDGF, 
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possivelmente leva ao aumento da vascularização do enxerto [62]. Tang et al 

descreveram que bFGF aumenta a proliferação, diferenciação e expressão de 

“hepatocyte growth factor” (HGF) no transplante de ADSC em fígado cirrótico. Os 

autores co-localizaram as células transplantadas com as áreas de fibrose in situ, 

com pequena melhora funcional mas com a inibição da formação de novos sítios 

fibrosos. Ainda, a co-cultura de ADSC com tecido hepático leva ao aumento da 

proliferação dos hepatócitos, da expressão de HGF e da apoptose de células 

estreladas do fígado via ativação de JNK-p53 [63].  

 

 
2.3.3 Polpa Dentária 

  

A dentição dos mamíferos apresenta morfogenética  e distribuição espacial 

preservada [64]. Os dentes são constituídos a partir de diferentes locais na cavidade 

oral em resposta a estímulos; o gene homeobox foi sugerido por Mitsiadis et al. 

como um dos principais agentes na formação da dentição. As células tronco 

derivadas da crista neural, são ativadas pela concentração de BMP e FGF 

secretadas pelas células epiteliais, elevando a ativação do Homeobox [65]. 

CTMs foram identificadas em diversos locais na cavidade oral: polpa 

dentária; papila apical, ligamento periodontal, gengiva e dentes decíduos [66].  

No desenvolvimento do dente, odontoblastos secretam a primeira camada de 

dentina e começam a mover-se para a região mais interna da papila, formando a 

matriz de dentina. A polpa dental é delimitada externamente por uma camada de 

odontoblastos. Abaixo existe uma camada rica em matriz extracelular, vasos 

sanguíneos e tecido nervoso não mielinizado [67]. O tecido dental, mesmo que 

histologicamente dividido em camadas, é um órgão funcional com comunicação 

entre suas partes, formando o “complexo polpa-dentina”.  Isso permite que a polpa 

reaja a agressões mesmo que estas atinjam as camadas mais externas do dente. A 

ativação de receptores de complemento C5aR levam a ativação e migração de 

células-tronco progenitoras da polpa as camadas mais externas[68].   

Dentes decíduos e permanentes apresentam pequenas diferenças. Os 

decíduos apresentam menor matriz de dentina e polpa mais volumosa. Gronthos e 
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col. em 2000, isolaram células multipotentes, com grande capacidade proliferativa a 

partir da polpa de dentes decíduos [69], SHED (do inglês “stem cells from human 

exfoliated deciduous teeth”) 

O processo de reabsorção da raiz do dente decíduo altera a constituição da 

polpa e sua relação com o nicho. Yildirim, através da análise de mRNA elucidou 

alguns dos fatores de transcrição ativos na polpa durante esse processo,  

encontrando diminuição de OPG, Cbfa-1, TGF-β e o aumento da expressão de 

RANKL, MCP-1 e CSF-1[70]. Esse aumento de citocinas e de células inflamatórias  

durante o período de reabsorção sinaliza a ativação e a proliferação das células 

tronco [71]. As SHED apresentam papel modulador durante o processo de 

reabsorção, impedindo a ação inapropriada dos osteoclastos e protegendo o tecido 

circundante [72]. Zhu et al elucidaram as diferentes características das SHED nesse 

processo; perfil osteoclastogênico durante o processo de reabsorção mudando para 

imunomodulatório ao final [71]. Fritzgerald descreveu células perivascuares 

presentes na  polpa capazes de uma reorganização e proliferação celular quando 

induzidas por lesão, adquirindo a morfologia de odontoblastos. De mesmo modo,  

células presentes nas regiões mais distais e, portanto, mais profundas no endotélio 

pulpar, migram para a área de lesão e se proliferam. Desse modo, Fritzgerald já 

demonstrava em 1990 a presença de SHED capazes de diferenciação e expansão 

clonal, na região perivascular e em regiões mais profundas [73]. 

Karaoz et al elucidaram o proteassoma do nicho das SHED através de 

sequenciamento MALDI-TOF. O autor divide as proteínas em 10 grandes grupos, 

entre eles proteínas estruturais ligadas a actina; metabolismo redox; controle de 

transcrição e “folding”; metabolism do cálcio; apoptose e produção de interleucinas 

[74]. 

 

2.4 Extração de células tronco mesenquimais  

A partir do conhecimento de que existem CTM nos diversos tecidos 

somáticos foram desenvolvidas diversas técnicas para isolar a célula de forma a 

manter sua característica multipotente, assim como, a correta caracterização 

estabelecida pela ISCT. 
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A técnica mais clássica para tanto é utilizando a seleção por adesão ao 

plástico, como Friedenstein descreveu. O aspirado de medula óssea, ou sangue de 

cordão umbilical é colocado em contato com um gradiente de densidade e 

centrifugado, isolando-se assim a fração corresponde contendo as células 

mononucleares. Caso seja utilizado tecido adiposo ou polpa dentária, primeiramente 

utiliza-se a digestão com enzima Colagenase tipo I ou tipo IV. Procede-se com a 

centrifugação sem a necessidade do gradiente de densidade. Após, plaqueia-se as 

células adicionando DEMEM (“dulbecco's modified eagle's medium”), antibiótico e 

suplemento, normalmente soro fetal bovino ou lisado plaquetário. Leva-se as células 

para uma estufa com condições de crescimento apropriadas: 37°C e 5% de CO2. 

Após 48 ou 72 horas retira-se todo o meio deixando somente as células aderentes. 

Ao chegar a confluência de 80% faz-se a digestão enzimática das proteínas de 

adesão, com tripsina, soltando as células, as quais são contadas e replaqueadas no 

que se denomina passagem zero. Repete-se o processo até a passagem desejada. 

Em termos de extração de células o tecido adiposo apresenta a vantagem de 

acessibilidade em relação à medula óssea. Pode-se coletar grandes quantidades de 

lipoaspirado com um procedimento minimamente invasivo e, principalmente, há 

diariamente lipoaspirado descartado de cirurgias plásticas sendo, portanto, mais 

barato e disponível inclusive para uso autólogo. Devido ao volume superior de 

lipoaspirado em relação às coletas de medula, pode-se obter um número maior de 

células. Assim, CTM de tecido adiposo são um ótima fonte para a pesquisa ou 

aplicação clínica, podendo também ser extraídas de pedaços de gordura, 

obedecendo os protocolos de “Good Manufactoring Practices”. [75] 

 
 

2.5  Papel imunorregulatório das células tronco mesenquimais 

 
 

Inicialmente cogitou-se que o papel functional das CTM nas diversas 

aplicações devia-se ao “homming” e diferenciação nos tecidos. Contudo evidências 

sugeriram que o potencial terapêutico é exercido sem o enxerto permanente nos 

tecidos, mas através de outros mecanismos de ação como secreção de citocinas, 

fatores de crescimento e exossomas. O papel regulatório das CTM é também 
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ilustrado pela capacidade que estas células tem de modular sua expressão gênica a 

partir de sua interação com o microambiente [76] [77]. 

Diante das evidencias de um papel predominantemente regulatório, a 

aplicabilidade clínica das CTMs tem sido investigada em um panorama de 

regeneração tecidual. Para tanto, é necessária a interação destas células com as do 

sistema imunológico, tanto para proteger o tecido do dano possível em reações 

inflamatórias graves, quanto para otimizar a eliminação de patógenos através da 

ativação imune local. CTMs parecem exercer vigilância imunológica sobre o 

microambiente pelo contato célula-célula e por fatores solúveis pró-inflamatórios 

[78]. Desse modo, além do seu potencial regulatório sobre a regeneração e 

proliferação celular ,as CTMs, quando utilizadas terapeuticamente, parecem 

funcionar como um mecanismo de entrega local de diferentes mediadores 

moleculares respondendo às alterações que os processos patológicos celulares 

geram no microambiente afetado e assim, promovendo o retorno a homeostase 

tecidual. 

 

 
2.5.1 CTM e Macrófagos 

  

Monócitos e macrófagos teciduais estão presentes durante todo o processo 

de reparo tecidual; isso levou a caracterização destes como principais atores na 

resolução da inflamação e reestruturação da integridade tecidual. A ação benéfica 

dos macrófagos deve-se principalmente pela secreção de fatores tróficos no sítio de 

lesão, estimulando o parênquima celular e o sítio inflamatório como um todo [79] 

[80]. Na medula óssea, macrófagos estimulam diretamente as células tronco 

mesenquimais Nestina-GMP+ pela expressão de fatores tróficos que estimulam a 

manutenção e sobrevida de longo tempo. A depleção de macrófagos aumenta a 

mobilização de CTH para o sangue periférico, diminuindo nas CTMs a transcrição de 

genes de manutenção como angiopoietina-1, CXCL12, SCF, VCAM1 e relacionados 

à linhagem osteogênica [81]. Reciprocamente, CTMs presentes na medula são 

capazes de estimular a retenção ou saída de monócitos [82] .  

CTMs recrutam monócitos e macrófagos em sítios de inflamação. Chen et al 

demonstraram que CTMs exercem quimiotaxia sobre a migração de monocitos 

CD14+ e de células endoteliais através da secreção de EGF, KGF (keratinocyte 



13 

 

  

growth factor) insulin-like growth factor-1, VEGF-a, eritropoietina e SDF-1. A 

aplicação do meio condicionado de cultura de CTM em feridas acelerou a cura e o 

recrutamento de macrófagos [83].  

 Macrófagos também são células com grande plasticidade. Macrófagos com 

fenótipo M1 estão envolvidos com os estágios iniciais da inflamação estimulados 

pela presença no microambiente de IFN-γ, LPS e/ou TNF- α; eles podem secretar IL-

12, IL-23, TNFα, IL-1β, formas reativas de oxigênio e nitrogênio, além de quimio 

atratores como CXCL9, visando eliminar patógenos. O fenótipo M2 já caracteriza-se 

pelos estágios mais finais, buscando a recuperação da homeostase, secretando IL-

10, CCL17, CCL22, CCL24 [80]. 

  CTMs podem induzir macrófagos para o perfil M2 através do aumento da 

expressão de Arg1 em macrófagos M1, as CTMs inibiram a expressão e atividade da 

enzima oxido nítrico sintase (do inglês nitric oxyde synthase (iNOS), suprimindo o 

fenótipo M1 e elevando o M2  [84].  Chen et al demonstraram in vitro que a co-

cultura de CTM com monócitos pode induzir a secreção de IL-10 e inibir a 

proliferação de linfócitos T [85]. Desse modo, CTMs têm a capacidade de recrutar 

monócitos e macrófagos para sítios de lesão, buscando a resolução da inflamação 

através do fenótipo M2.  

 

2.5.2 CTM e Neutrófilos 

 

Neutrófilos são fundamentais na resposta antimicrobiana. Normalmente encontrados 

circulantes, podem chegar rapidamente aos sítios de dano e infecção. 

Raffaghello  et al foram os pioneiros em demonstrar a interação entre CTMs e 

neutrófilos. Eles demonstraram que CTMs, mesmo em concentrações baixas podem 

inibir a apoptose de neutrófilos ativados e reduzir o burst oxidativo (intensa secreção 

de formas reativas de oxigênio), sem afetar a capacidade fagocítica, a expressão de 

moleculas de adesão ou capacidade migratória [86].   

O aumento da expressão da proteína mitocondrial Bax marca a apoptose 

espontânea em neutrófilos; o aumento da expressão de MCL-1 na mitocôndria tem o 

efeito reverso. IL-6 secretada por CTMs pode resgatar neutrófilos de um estado pró 

apoptótico pelo aumento de MCL-1, através do fator de transcrição STAT3 [86]. 

Além disso, a ativação do receptor TLR-3 nas CTMs leva a liberação de IL-6 e IFN-

β, auxiliando na manutenção e função dos neutrófilos nos sítios de lesão [87].  



14 

 

  

Quando ativadas com LPS bacterianos, CTMs recrutam e sensibilizam 

neutrófilos à presença de bactérias. LPS aumenta a produção de IL-6 e IL-8 nas 

CTM levando a sensibilização e ao recrutamento de netrófilos, via CCL4, 

aumentando assim o seu potencial fagocítico [88] [89]. Além disso, quando em 

presença de outras células do sistema imune, como linfócitos Th17, as CTMs 

estimulam a secreção de IL-17 para aumentar a ação fagocitária dos neutrófilos 

sobre bactérias [90]. 

Neutrófilos e CTMs relacionam-se também no mecanismo de invasão 

tecidual, rolamento, adesão e migração. Lin et al  co-localizou imagens em modelo 

de dano estimulado por LPS. A perfusão de CTMs no tecido após infusão 

intravascular, parece estar relacionada à presença de neutrófilos no local.[91]. Por 

outro lado, CTMs podem atenuar a função dos neutrófilos. Wang et al . 

demonstraram que a infusão de CTM em modelo murino de dano ventilatório 

pulmonar, reduz a perfusão tecidual de neutrófilos e sistemicamente, a secreção de 

citocinas inflamatórias como TNF-α, e de quimio atratores, como MIP-2.[92]  

 
 

2.5.3 MSC e mastócitos 

 

Mastócitos são uma população heterogênia de células distribuidas nos tecidos 

do corpo. Essas células podem variar o conteúdo de seus grânulos, seus ativadores 

e a forma como eles responde a estímulo. A resposta dos mastócitos está presente 

em todas as fases do reação imune, desde a resposta a patógenos, até regular a 

imunidade inata para tolerância de tecidos [93]. Essa vasta gama de ações tem 

fundamento na capacidade dos mastócitos secretarem um amplo espectro de 

substâncias moduladoras, agindo na remodelação tecidual [94].   

Kang et al. demonstraram a função protetora das CTMs, inibindo a infiltração 

e principalmente a degranulação de mastócitos, induzida por IgE. CTM de medula 

exerceram efeito supressor através do contato célula-célula, diminuindo a ação do 

domínio de oligomerização no nucleotídeo NOD2 (do inglês nucleotide-binding 

oligomerization domain 2). Já CTMs de cordão umbilical exerceram a função 

imunossupressora por mecanismo parácrino, através da secreção de PGE-2 e TGF-

β1 [95].  Em contrapartida, Martin et al  demonstraram que a secreção de serotonina 

por mastócitos induz a proliferação de CTMs e aumenta seu potencial de 

diferenciação miogênica [96] 
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Liang et al col. demonstraram o efeito benéfico de CTM em modelo de alergia 

através de mecanismo parácrino. A administração tópica de meio de cultura de 

mesenquimais estimuladas com TNF-α reduziu os sinais locais de inflamação, 

principalmente a permeabilidade induzida por histamina, pela redução do fator de 

transcrição kbp65, da secreção de TNF- α e de IL-4. In vitro, a co-cultura com CTMs 

impediu a ativação de mastócitos assim como a secreção de IgE por células B [97] 

 

2.5.4 CTM e Células Natural Killer 

 Células Natural Killer (NK) mantém vigilância contra células colonizadas por 

vírus e células tumorais. Células NK atacam células transformadas ou infectadas 

através de grânulos citolíticos com perforina e granzima, através de receptores que 

sinalizam morte celular, e por estimula de anticorpos, mecanismo de citotoxicidade 

mediada por célula dependente de anticorpos( ADCC, do inglês antibody dependent 

cell-mediated cytotoxicity) . A ativação dessas células ocorre através de um grande 

número de receptores, permitindo responder rapidamente a mudanças no 

microambiente. Além dos receptores para a porção Fc dos anticorpos (CD16) há 

duas classes de receptores: ativadores e inibitórios. Os inibitórios respondem por 

mecanismo de “missing self”: o não reconhecimento de moléculas do HLA-I, 

constitutivamente expressas nas células, marcam a célula para ação da NK. Os de 

ativação reconhecem  proteínas de patógenos ou de stress celular. O balanço entre 

sinal de ativação e inibição é o determinante para a ação da célula NK [98]  

 Células NK são caracterizadas imunofenópicamente como CD56+, 

conjuntamente com CD16+ ou CD16-, e CD3- [99] [100]. Baseado na 

imunofenotipagem de CD56, as células NK podem ser separadas pela intensidade 

da expressão deste receptor, CD56 bright  com alta expressão e CD56 dim com 

expressão mais baixa.[101]. Isto relaciona-se com a função da célula NK, sendo que 

CD56dim apresenta um perfil mais citotóxico e CD56bright mais secretor de 

citocinas [102] [103]. 

 

 Como exemplo da dualidade da célula NK, elas podem matar ou estimular a 

maturação de células dendríticas, podem ser estimuladas por citocinas, como IL-2 e 

IL-15 ou ativadas por TLR (do inglês Toll like receptor) por patógenos, liberando IFN-

γ, o qual estimula macrófagos a um perfil M1 [104] 
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 Moretta et al elucidaram a relação CTM com a célula NK através dos 

receptores de ativação DNAM-1 e NKG2D e dos de inibição por HLA-I. Os autores 

demonstraram que CTMs expressam ligantes de DNAM-1, PVR e Nectin-2 , assim 

como ligantes de NKG2D,  ULBP e MICA. As células NK, cultivadas com os 

ativadores IL-2 e IL-15, foram efetivas em lizar CTMs autólogas e alogênicas em 

modelos de co-culturaI. IFN-γ tem um papel fundamental na interação das CTMs 

com NK já que  aumenta a expressão de HLA-I na superfície das CTMs, desse 

modo podem diminuir a ativação de células NK e permitir que as mesenquimais 

existam em sítios com células NK ativas. Contudo, sítios de lesão e inflamação 

apresentam sinalização e secreções bastante complexas e outros fatores além do 

IFN-γ devem agir in vivo [105]. 

 De todo modo, o aumento da expressão de HLA-I nas mesenquimais também 

reduz outros receptores que podem ativar células NK, levando a imunomodulação 

sobre a NK. Flohé et al  demonstraram que células mesenquimais podem aumentar 

a secreção de IFN-γ pelas próprias células NK [106]. Além disso, Moreta et al 

demonstraram que  células mesenquimais, quando utilizadas  como alvo 

estimulatório para as célula NK, não  foram lisadas  , de modo que o aumento de 

expressão de HLA-I das CTM induzida por IFN-γ,  impediu a ação citotóxica das 

células NK [107] . O mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que células NK 

pré-ativadas com IL-2, quando co-cultivadas com seus alvos e células 

mesenquimais, tem seu potenciaI de lise e a expressão dos receptores de ativação 

NKp46, NKp30, NKp44, NKG2D, e CD69 reduzidos. Os autores, contudo, não 

encontraram alteração dos receptores nas células NK CD56brightCD16- ou 

CD56dimCD16+, portanto não alterando sua atividade por ADCC[108] [109]. 

Entretanto, quando células NK são estimuladas por longo tempo ou quando em alta 

concentração, tornam-se eficientes em eliminar células mesenquimais. Esse efeito é 

reduzido quando IFN-γ exógeno é adicionado, pela diminuição da liberação de 

perforina e de grânulos líticos [110]. 

Desse modo, o efeito de supressão de citotoxidade pela célula mesenquimal 

e sua possibilidade de lise pela célula NK, são ambos reversíveis dependendo da 

sinalização no sítio de inflamação. Células NK podem apresentar papel de 

quimiotaxia sobre as células mesenquimais. Barbosa et al demonstraram que 

células NK são capazes de estimular a migração de CTM  em resposta a presença 

de fibrinogênio frequentemente encontrado em locais de dano [111]. Além disso, a 
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ativação do receptor TLR-3 nas CTM, também estimulam a imunomodulação e  

diminuição de secreção de citocinas e a ativação de células NK de forma 

independente da expressão de HLA-I. Desse modo, além de proteger a si, a CTM 

pode exercer imunomodulação para proteger os tecidos ao redor do local de 

inflamação [112].  

 Transplantes de órgãos sólidos podem exercer um efeito ainda não muito 

bem elucidado na relação de células NK com CTMs.  Células NK de pacientes que 

realizaram transplante de rim parecem ter o potencial citolítico sobre as 

mesenquimais do doador após o transplante [105].  

 Células mesenquimais podem exercer um efeito negativo pela ação sobre as 

células NK. A infusão, em modelo murinho, de células NK conjuntamente com 

células mesenquimais, parece prejudicar o efeito anti-tumoral exercido pelas NK. Os 

autores ainda demonstraram a persistência da inibição em injeções conjuntas ou até 

em intervalos de 48 horas entre a infusão dos dois tipos celulares,com CTM primeiro 

e NK 48 horas após, demonstrando o possível efeito sistêmico das CTM . [113]. 

Tseng et al  elucidaram a hipótese de que a dualidade de estágios, entre citotóxico e 

secretor de citocinas, é importante para a homeostase da função da célula NK; caso 

ela encontre células cancerígenas, a NK poderá apresentar um perfil citotóxico. 

Contudo, estroma e imunomodulação pela CTM pode levar à mudança para um 

perfil secretor de citocinas. Desse modo, os dois estágios de desenvolvimento da 

célula NK poderia influenciar o estroma juntamente com as células mesenquimais 

[114] . 

 

2.5.5 MSC  e célula T  

 

Células T existem no estado naïve, maduro não ativado; efetora, citotóxica ou 

produtora de citocinas; de memória. A vasta maioria de células T naïve são CD4 ou 

CD8 positivas, sendo ativadas à células efetoras, sendo C8+ portadoras de perfil 

citotóxico e CD4+ secretor de citocinas, divididas em Th1, Th2, Th17 e Treg a partir 

do perfil de citocinas que produzem. Th1 e Th2 serão detalhadas mais abaixo. Th17 

atuam nos sítios de inflamação como recrutadores de neutrófilos e macrófagos, 

assim como estimulam sua produção medular, e na secreção de peptídeos 

antimicrobianos pelos queratinócitos. Células Treg atuam com perfil 

imunomodulador, secretando TGF-β, IL-10 [115]  
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Células T podem ser geradas normalmente pela homeostase do organismo 

ou ter sua expansão clonal induzida por estímulos externos, como infecções, 

estimulo de citocinas em sítios inflamatórios ou  ainda por mitógenos, in vitro[116] .  

A interação entre CTM e linfócitos T foi bastante estudada, principalmente in 

vitro. As mesenquimais podem modular a função das células T especialmente no 

controle do ciclo celular, da proliferação e secreção de citocinas. Além do caráter do 

mecanismo ser importante, a reversibilidade da inibição é fundamental e denota que 

a célula mesenquimal pode exercer sua influência sem mecanismos deletérios, ou 

de morte celular [117] O contato célula-célula exerce grande impacto na relação 

entre os dois tipos celulares. A expressão de proteínas de adesão, receptor de 

células T (TCR, do inglês, T cell Receptor) e PD-1 ( do inglês, programmed death-1) 

permite que as células mesenquimais se liguem as células T e induzam um fenótipo 

imunomodulador, através da diminuição da expressão de mRNA da família de 

moléculas STAT, que agem como transdutoras de sinal ou por modulção da 

expressão de receptores para TGFb1, IL-10, e IL-12  [118] [119][120].  

As células mesenquimais respondem ao estímulo provindo do microambiente 

de células inflamatórias. CTM apresentam receptor para IL-17, o qual age 

estimulando a sua proliferação de maneira dose dependente. Desse modo, a 

liberação de IL-17 em sítios inflamatórios leva a expansão de CTM, facilitando a 

ação imunomoduladora dessa população. Células mesenquimais estimuladas in vitro 

com IFN-γ, aumentaram a expressão de moléculas de adesão ICAM, aumentando o 

tempo de ligação das CTM com células T produtoras de IL-17(Th-17). As CTM 

suprimiram a produção de IL-17 nessas células e induziram o fenótipo de células T 

regulatórias (FoxP3+) produtoras de IL-10. Em contrapartida, CTM também podem 

estimular a ação de células Th-17 quando adicionadas a culturas in vitro  de células 

T recém estimuladas [121]. . Desse modo, o perfil supressor ou o suporte às células 

T depende do microambiente 

Dazzi et al demonstraram que células T co-cultivadas com células 

mesenquimais, têm seu ciclo celular parado em G0/G1 após  48 horas. MSC inibem 

a expressão de ciclina D2 (do inglês cyclin D2), uma das proteínas que marcam a 

entrada no ciclo de divisão celular, sem impedir a expressão de outras proteínas. 

Ainda permanece a pergunta se células mesenquimais mantêm esse efeito com 

células T já estimuladas, retornando da fase S para a G1/G0 [122] .  
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PDL-1 (do inglês programmed death legend 1) é uma molécula inibitória 

presente nas reações imunes. O aumento de expressão de PDL-1 nas CTMs é 

concomitante com a supressão da proliferação de linfócitos T e com o aumento de 

IFNγ no sobrenadante de co-culturas, in vitro. Desse modo, o interferon produzido 

por células T, também por CD4+ mas principalmente por CD8+, aumenta a expressão 

de PDL-1 nas mesenquiamais, induzindo um fenótipo imunomodulatório. Autores 

também relacionaram este efeito inibitório com TNF-α, mas somente IFN está 

relacionado com a expressão de PDL-1[123][124]  

 Células T” helper” (Th) são células T CD4+ produtoras de citocinas que 

interagem com HLA classe II. A diferenciação de células Th em células Th efetoras 

Th1 ou Th2 depende do complexo de citocinas presente no microambiente 

inflamatório no momento da estimulação pelo HLA. Quando células CD4+ são 

ativadas na presença de IL-12, IFN-γ e IL-27 tendem a se diferenciar em Th1. Essas 

células são responsáveis pela eliminação de patógenos intracelulares, mas a reação 

exacerbada pode levar a doenças autoimunes, como diabetes mellitus tipo 1 e 

doença de Crohn [125]. A diferenciação no perfil Th1 é diminuída quando realizada a 

co-cultura com CTM, possivelmente pela presença de células T regulatórias 

secretoras de IL-10 [126] [127]. Além disso, células tronco mesenquimais podem 

induzir perfil imunomodulatório em celulas dentríticas. A secreção de PGE-2 pelas 

células mesenquimais estimula a produção de TGF-β pelas células dendríticas 

induzindo a diferenciação de células Treg, as quais podem agir sobre Th1 [128].  

 O perfil de células Th2 é favorecido quando células T CD4+ são estimuladas 

em presença de IL-4, a qual pode ser produzida pela própria Th2 como mecanismo 

de feedback positivo, IL-9, IL-5, IL-10 e Il-13. A reação exacerbada de Th2 está 

associada a patologias alérgicas pela produção de IgE [125]. CTMs podem suprimir 

a secreção das células Th2, reduzindo a secreção de IgE [129]. Além disso, modelos 

in vivo demonstraram que as CTMs melhoram os efeitos alérgicos periféricos 

induzindo mudança no epitélio e suprimindo células apresentadoras de antígeno, 

visando diminuir a reação alérgica [130]  

  Células T regulatórias (Treg), um subtipo de células T CD4+, possuem 

funções imunossupressoras, agindo na prevenção de doenças autoimunes e na 

resolução do processo inflamatório. Células Treg são caracterizadas como positivas 

para receptor de superfície para IL-2 (CD25) concomitantemente com o  CD4 e,  

principalmente, a expressão do fator de transcrição intracelular FoxP3. Essas células 
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exercem potente imunossupressão sob os subtipos de células T e outros 

mediadores imunes.[125]. English et al demonstraram que células mesenquimais 

são capazes de induzir a presença de células FoxP3+ em culturas purificadas de T 

CD4+ através do contato célula-célula. O contato induz a liberação de PGE-2 e TGF-

β, favorecendo a presença de Tregs [131].  

Prevosto et al  caracterizaram células Treg além do clássico CD4+ CD25+ 

FoxP3+. A população de células T CD8+ também podem ser induzidas à capacidade 

supressora quando em contato com células mesenquimais, com fenótipo CD8+ 

CD28-, CD8+ CD25+ e  CD8+ IL-10+. Embora em menor proporção do que frente às 

CD4+, essas células  também foram capazes de inibir a proliferação de linfócitos in 

vitro [132]. Liu et al  demonstraram que CTM aumentaram a expressão do fenótipo 

de células T CD8+ CD28-. O contato com CTM levou ao aumento da secreção de Il-

10 e da expressão de FasL, aumentando sua capacidade supressora sobre os 

subtipos de células T CD4+, com indução de apoptose e diminuição de IFN-γ, in vitro 

[133]. A apoptose de células T como mecanismo de ação das CTM, induzida por 

FasL, também induz macrófagos a produzirem TGF-β, o qual induz a presença do 

fenótipo de células Treg [134].  In vivo, quando utilizada como terapia para doença 

do enxerto contra o hospedeiro crônica, foi detectável o aumento de células T CD8+ 

CD28-, mesmo após 3 meses da infusão [133]. 

 Laranjeira et al analisaram a expressão de citocinas envolvidas na atividade 

immunossupressora das CTM sobre linfócitos T CD4 e CD8. CTM diminuem a 

frequência de células produtoras de TNF-α, IFN-γ e IL-2, mas são capazes de 

aumentar a expressão de receptor de IL-2, possivelmente como aumento de Treg 

[135] [136] . 

 
 

 

 

2.6 Microvessiculas  e imunossupressão 

 
Células tronco mesenquimais vão além da secreção de citocinas, fatores de 

crescimento e contato entre as células para desempenhar sua função. Elas 

secretam grandes quantidades de nano e microvesículas (MV), tanto 

constitutivamente quanto sob atividade. Embora todas as formas de gênese, função 

e composição das MV ainda não seja plenamente elucidado, é muito claro seu papel 
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na comunicação celular dada a possibilidade de transferir proteínas e material 

genético [137]. MV de CTM apresentam microRNA (miRNA) e mRNA de genes 

relacionados ao desenvolvimento célula,  a mecanismos de defesa para 

sobrevivência e potencial de diferenciação e supressão da regulação do sistema 

imune. A transferência de miRNA por MV de CTM para cultura de outras células foi 

capaz de suprimir alvos específicos, comprovando a funcionalidade das MV como 

um dos mecanismos utilizados pelas CTMs na modulação paracrina da função de 

outras celulas [138]. 

Kim et al foram pioneiros em identificar 730 proteínas nas MV de CTM. 

Destas, 420 proteínas foram associadas com a estrutura, formação e secreção das 

MV. Os autores identificaram 5 marcadores de células mesenquimais, CD13, CD29, 

CD44, CD73 e CD105 em suas membranas. Além disso, foram identificados 

receptores para PDGF e EGF; proteínas envolvidas em rotas de sinalização, como 

RAS-MAPK e RHO; proteínas de adesão e antígenos relacionados com a reparação 

tecidual [139] [140] . 

Em modelo animal de dano renal, MV de CTM foram capazes de proteger o 

tecido e reverter a lesão e o miRNA associado com o processo de reparo e secreção 

de HGF foi isolado[ 135]. Em modelo de dano oxidativo neuronal, a exposição a 

baixas concentrações de MV de CTM resultou no aumento da viabilidade dos 

neurônios hipocampais revertendo o processo de morte neuronal associado ao 

dano, e aumentando o processo de re-mielinização. Interessantemente, os autores 

relatam que o efeito não foi dose dependente, sendo inclusive perdido em 

concentrações mais altas de MV [142]. Em modelo animal da doença do enxerto 

contra o hospedeiro resultante do transplante de células tronco hematopoéticas,  

Amarnath et al  associaram o efeito curativo das CTM com a ação dos seus 

exossomas induzindo supressão de células Th1, além de diminuir a perfusão de 

linfócitos nos órgãos afetados e a secreção de TNF-α e IFN-γ [143]. 

Morshedi et al  caracterizaram MV de CTM co-cultivadas com fração 

mononuclear de medula óssea. MV foram positivas para PD-L1, Gal-1 e TGF-β. Por 

outro lado, a co-cultura de linfócitos com MV de mesenquimais inibiu a proliferação e 

aumentou os níveis de IL-10, TGF-β e linfócitos Treg [144]. MV de CTM de tecido 

adiposo foram capazes de inibir a proliferação de células T CD4+ e CD8+. Outros 

autores ainda demonstraram a capacidade de MV de modular a proliferação e a 

diferenciação de células B em plasmócitos [145] [146] . 
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Entretanto, Bernardo et al demonstraram que, embora as MV sozinhas sejam 

capazes de inibir a proliferação de linfócitos, esse efeito é mais potente quando é 

utilizada a própria CTM [147]. Então, embora ainda seja necessário determinar a 

melhor fonte terapêutica, MV são sem dúvida um mecanismo utilizado pelas CTM na 

regulação parácrina que exerce sobre a população linfoide. [148] 

 
2.7 Fontes de CTM e Immunomodulação 

 

O uso de fontes alternativas de CTM, frente a clássica obtenção pela medula 

óssea, é motivada por diversos fatores. O fato mais imperativo é a existência de 

tecidos candidatos como fontes viáveis, e eticamente justificáveis, serem 

diariamente descartados a partir de procedimentos comuns no hospital, como 

placenta ou lipoaspirado. Concomitantemente, temos conhecimento técnico que 

justifique pensar na possibilidade de fontes viáveis, principalmente através da 

digestão enzimática com colagenase tipo I ou tipo IV.  A doação de medula, per se, 

é um processo invasivo e doloroso, que muitas vezes expõe o paciente a anestesia, 

e fontes como polpa de dentes decíduos contorna esse processo. Contudo, em 

defesa da CTM de medula, ela ainda é o padrão ouro e as novas fontes devem ser 

comparadas ao padrão terapêutico já estabelecido, adicionalmente pode-se utilizar 

os filtros  que sobram (descartados) no processo de transplante de medula óssea 

[149].  Finalmente, a obtenção de CTM da MO de doadores saudáveis tem a 

conveniência de estes terem sido investigados quanto a presença de doenças 

infecciosas, inclusive a nível molecular; o que confere segurança na eventual 

utilização clínico-terapêutica das CTM. 

CTM são excelentes para o uso clínico-terapêutico por diversos fatores: são 

facilmente acessíveis; pode-se atingir o volume de células necessário em pouco 

tempo, permitindo o uso autólogo se necessário ou o tratamento de vários pacientes 

com um única amostra, já que a expressão de antígenos do HLA é muito pobre 

permitindo a utilização destas células sem a necessidade da tipagem HLA, mais 

expecificamente “off the shelf” ou seja, prontas para o uso em qualquer paciente.   

CTMs preservam suas características após congeladas o que  permite a criação de 

bio-bancos e, finalmente, a terapia com CTM apresenta poucos efeitos adversos 

[76]. Contudo, os estudos que utilizam células mesenquimais valem-se da definição 

de critérios mínimos estabelecida pela ISCT. Isto estabelece o controle de qualidade 
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do tipo celular que está sendo trabalhado, mas é falho nas definições mais refinada 

de eficiência e/ou mecanismo de ação das diversas fontes possíveis. 

 Um dos primeiros trabalhos a elucidar possíveis diferenças funcionais das 

CTM obtidas de diversas fontes foi realizado por Blancher et al  comparando CTMs 

de tecido adiposo e de medula óssea. Os autores não encontraram diferença no 

potencial inibitório das fontes sobre linfócitos T estimulados com mitógenos, OKT3, 

fitohemaglutinina ou concanavalina A. Quando os experimentos foram repetidos com 

fração mononuclear de medula, também não foram observadas diferenças. A única 

alteração foi o maior nível de IL-10 quando utilizadas células do tecido adiposo [150].  

Por outro lado, Gabriel et al  encontraram diferença na capacidade 

imunomodulatória quando compararam CTM de tecido adiposo e de membrana 

amniótica, principalmente dependendo do estímulo utilizado e concluíram que o tipo 

de estímulo e a qualidade das células presentes na co-cultura, criam in vitro um 

contexto único de citocinas, MV e outros mediadores químicos que afetam a função 

das células presentes naquele microambiente. Os autores demonstraram que IFN-γ 

aumenta a expressão de PDL-1 e PDL-2 em CTMs de tecido adiposo e que a melhor 

imunossupressão é diretamente proporcional aos níveis de IFN-γ e ao decréscimo 

da expressão de CD90, um marcador clássico de CTM [150].   

Bieback et al compararam CTM de medula óssea (MO), cordão umbilical (CU) 

e tecido adiposo (AD) quanto a capacidade proliferativa. Os autores demonstraram 

que nas passagens iniciais, CTM de MO proliferam mais rapidamente [151] e que as 

derivadas de CB entram em senescência mais lentamente, favorecendo sua 

proliferação. Chang et al. demonstraram que a CTM de CU podem ser a melhor 

fonte supressora de secreção de IL-1α, IL-6 e IL-8 em macrófagos, sugerindo com 

isto uma maior atividade imunossupressora [152]. Ainda e por outro lado, outros 

autores determianaram que CTM obtidas de AD parecem ser mais potentes na 

inibição da proliferação de linfócitos [153] [154]. 

Comparando CU, MO e CTM obtidas da membrana amniótica, Wegmeyer et 

al demonstraram diferenças na morfologia e tamanho das células derivadas da 

membrana aminiótica, e que CU parecem  ser a melhor quanto à secreção de HGF, 

embora sejam menos eficientes na secreção de VEGF. No mesmo estudo, após a 

análise de 371 genes associados com imunomodulação, regeneração, e “homing”, 

os autores demonstraram as CTMs apresentam diferenças na expressão genica  

dependendo da fonte. Contudo, Cu e CTM de membrana amniótica apresentaram 
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mais mRNA de genes associados ao sistema imune, como  IL-8, IL-1B, CXCL2, 

CXCL3, e TNFα, do que BM CTM [155]. 

Bagnara et al  foram um dos primeiros autores a comparar CTM de polpa de 

dentes decíduos (PD) com as de MO. Os autores demonstraram que a proliferação 

das PD foi significantemente maior do que as de BM. Para comparar o efeito 

imunomodulador, os autores co-cultivaram CTM com células T purificadas, 

estimuladas com fitohemaglutinina. Células de PD foram mais eficientes em inibir a 

proliferação dos linfócitos [156]. 

Altaner et al  compararam a expressão gênica de CTM de CU, PD, AD e MO. 

A análise de morfologia, de marcadores de caracterização e de 15 marcadores de 

multipotência não revelou diferenças entre as fontes, a exceção de CTM PD. Essas 

apresentaram maior expressão de proteínas de adesão (E-cadherin) e Sox2. Isso 

pode ser devido a diferença na origem embrionária dessa fonte, a qual pode conter 

elementos da crista neural na formação do embrião [157] 

Então, células mesenquimais de fontes diferentes são capazes de influenciar 

as populações linfóides de modos diferentes. Comparando CU, AD e MO, quando 

estimuladas com fitohemaglutinina, todas as fontes costumam ser capazes de inibir 

a proliferação de linfócitos, contudo, AD apresenta maior indução do fenótipo de 

Treg. . CTMs derivadas de TA e MO quando em co-cultura com linfócitos B ou 

células NK estimuladas com fitohemaglutinina, diminuem a diferenciação em 

plasmócitos e a ativação de NK CD56bright. Contudo, CTM derivadas de CB não 

foram capazes de inibir células B ou células NK [158][159]. 

Desse modo, é perceptível a variedade de resultados dispostos na literatura. 

Isso provavelmente deve-se a sensibilidade da célula mesenquimal, de modo que 

qualquer sutil alteração de no milieu de citocinas e tipos celulares envolvidos pode 

influenciar os resultados. 

  

2.8 Terapia Celular e MSC 

 

2.8.1 Histocompatibilidade e CTM 

 

 Uma das características melhor estabelecidas das células mesenquimais é 

apresentar HLA do tipo II, sendo uma fonte de terapia celular que não acarretará 

rejeição ou interações de histocompatibilidade. Le Blanc demonstrou que CTM 

exercem imunossupressão sobre células T por mecanismos independentes dos 
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complexos de histocompatibilidade, podendo ser transplantadas sem 

condicionamento prévio nem profilaxia de imunossupressão pós transplante, mesmo 

em casos alogênicos [160].  

 A via de administração da CTM afeta a forma a distribuição de células no 

tecido alvo, com a ressalva de que o efeito parácrino ainda existe como no caso de 

MV. Normalmente, utiliza-se duas formas de administração de células 

mesenquimais: a via intravenosa, utilizada nos casos de tratamento da doença do 

enxerto versus o hospedeiro (DECH), é a mais acessível pela facilidade da 

administração, mas não garante o “homing” da célula em outros tecidos alvo; a 

injeção direta no sítio de lesão, visando normalmente o efeito pontual e um menor 

número de células administradas. Normalmente a decisão sobre a forma de 

administração depende da característica da patologia e da possibilidade de acesso; 

cirrose (?), modelos de dano espinhal, úlceras e lesões de pele normalmente a 

aplicação das CTM é local, diretamente na lesão [161] 

 

 

2.8.2 Suplementos de  origem animal ou humano para culturas de CTM 

 

 Embora ainda seja relativamente aceito utilizar suplementos animais, como 

soro fetal bovino (SFB), a preocupação com possíveis efeitos colaterais levou ao 

desenvolvimento de materiais alternativos. Alguns são testados para nível clínico, 

“xeno-free culture system”, outros preferencialmente são produzidos com material 

humano, através de um concentrado (“pool”) de vários doadores, como no caso do 

lisado de plaquetas (LP). O LP é muito rico em fatores de crescimento, mitógenos e 

mediadores necessários para o desenvolvimento da célula, liberados pelos grânulos 

alfa das plaquetas no momento do preparo, a partir da estimulação com trombina ou 

da fragmentação dos grânulos durante ciclos de congelamento e descongelamento. 

Os grânulos alfa são ricos em epidermal growth factors, basic fibroblast growth 

factor, PDGFs, TGF-β1, e IGF. O LP vem substituindo com sucesso o SFB em 

culturas de CTM para utilização clínica. [162] [163]  

 

2.8.3 CTM e engenharia de tecidos 

 

 CTM mesenquimais foram primeiramente utilizadas em grau clínico em 

humanos há mais de 15 anos com o intuito de aprimorar a pega de CTH no 
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transplante de medula óssea. O papel regenerador ou facilitador da pega no enxerto 

de células tronco hematopoéticas aliado à inúmeras evidências de uma possivel 

transdiferenciação in vitro, levaram à exploração da possibilidade da utilização das 

CTMs na engenharia de tecidos. No entanto, o crescente conhecimento sobre as 

propriedades das CTMs evidenciou que seu potencial imunomodulador, anti-

inflamatório e de proteção/regeneração dos tecidos circundantes advem de suas 

propriedades parácrinas e não de seu potencial de transdiferenciação. Tais achados 

se basearam em inúmeros estudos pré-clinicos que resultaram na aplicação de 

CTMs para o tratamento da DECH (do inglês, GVHD “ graft versus host disease”), 

com resultados animadores, sugerindo a possibilidade de investigar o seu papel  na 

terapia para doenças autoimunes, como Crohn e outras [164] [165] 

 O transplante de células tronco hematopoiéticas, TCTH,  (do inglês, HSCT” 

hematopoietic Stem cell transplantation”) é uma terapia curativa para muitas 

patologias hematológicas, sendo uma estratégia de tratamento para a leucemia 

desde a década de 1950 [166] [167]. Contudo, a quimioterapia agressiva necessária 

antes do transplante leva a altos danos que induzem no paciente a um estado de 

tempestade de citocina: altos níveis de moléculas de adesão, fatores co-

estimulatórios e citocinas pró-inflamatórias circulantes. Além disso, 

lipopolisacarídeos (LPS) e o números e moléculas apresentados pelas células 

especializadas (APC) aumenta. Este estado estimula as células CD4+ CD8+ e NK   

presentes no enxerto, levando a DECH [168] [169] que, após a recidiva da doença é 

a maior causa de morbi-mortalidade no TCTH.  

 Le Blanc et al  foram pioneiros quando utilizaram CTM com infusão 

intravenosa em um menino de 9 anos com grave DECH aguda resistente à 

corticoesteróides obtendo uma resposta completa sem reincidência, em 1 ano de 

“follow-up” [170]. Um estudo subsequente, publicado por Ringden et al , relatoaram 

resposta completa em 6 de 8 pacientes com DECH aguda severa tratados com 

CTM[171]. Desde então, vários autores demonstraram em estudos clínicos a eficácia 

de CTMs como terapêutica para DECH aguda resistente a esteróides, como 

demonstrado em revisão recente publicada pelo nosso grupo [157]   

 Lupus erimatoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune crônica, 

caracterizada por manifestações clinicas diversas que afetam vários órgãos do 

corpo. CTM de pacientes com LES apresentam defeitos funcionais e estruturais, 

fortalecendo ainda a possibilidade de terapia com CTM alogênicas [173]. Liang et al 



27 

 

  

relataram o tratamento de pacientes portadores de LES com CTM de BM ou de CB, 

com sobrevida geral de 94% em 27 meses de “follow-up”, sem observar diferenças 

entre as fontes; neste estudo, 50% dos pacientes entraram em remissão completa, 

17% recaíram e 8 % foram refratários a terapia celular [174]. Sun e col. 

demonstraram que CTM de CB bloqueavam a proliferação de células T através da 

atividade da enzima IDO. Além disso, CTM elevaram Treg e impediram a 

diferenciação de células B em plasmócitos, diminuindo a produção de IgG. 

Complementarmente, os autores demonstraram que CTM de pacientes com LES 

não exibem atividade da enzima IDO, sendo incapazes de desempenhar o 

mecanismo de inibição de células T demonstrado pelas células alogênicas de CB 

[175].  

 A patogenia da doença inflamatória do trato gastrointestinal (DITGI) é 

complexa, envolvendo predisposição genética e fatores ambientais além das 

anormalidades do sistema imunológico. Na DITGI CTMs foram clinicamente testadas 

para duas indicações, doença fistulizante e doença luminal.  

Na DITGI do tipo fistulizante, como na doença de Crohn, um estudo de fase I 

tratou a fístula com CTM AD autóloga 8 fístulas foram tratadas em 4 pacientes, as 

feridas fecharam em 8 semanas, sem a formação de abscessos ou outras 

complicações no follow-up de 2 anos [176]. Em um estudo de fase II, randomizado, 

com 49 pacientes, fistulas perianais foram tratadas com CTM e fibrina ou apenas 

fibrina aplicadas localmente. No braço tratado com CTM o fechamento das feridas 

foi observado em 71% dos pacientes, enquanto no braço controle a resposta foi 

observada em 16% dos pacientes. Em um estudo mais recente, 10 pacientes com 

doença de Crohn foram tratados com CTM de BM com aplicação intravenosa, com 

melhora nos sintomas em follow-up de 8 meses [177] [178]. Para doença do tipo 

luminal, a estratégia baseia-se mais no potencial imunosupressor do que no 

potencial de estimular a regeneração tecidual, como nas fístulas. Em um estudo 

incluindo 7 pacientes portadores de Crohn  luminal a infusão endovenosa de CTM 

de BM ou CB alogênicas, 5 pacientes entraram em remissão completa, mas 

somente 2 não recaíram no follow-up de 2 anos [179]. Em outro estudo, incluindo 15 

pacientes Crohn  luminal, 8 pacientes atingiram remissão completa.  [180]. A terapia 

com células mesenquimais apresenta poucos efeitos adversos. Duncan e col. 

realizaram uma metanálise sobre efeitos adversos de CTM autólogas e alogênicas 

cultivadas com soro bovino ou soro humano, criopreservadas ou não antes da 
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aplicação. O efeito mais presente e significante estatisticamente foi febre no 

momento da infusão, curiosamente inclusive no grupo autólogo; embora sem 

associação estatística, a presença de DMSO em células criopreservadas ou material 

exógeno pode ter causado alergia e vômitos entre os sintomas.. Os outros 

parâmetros analisados foram infecção, transformação cancerígenas das células, 

problemas hematológicos, renais, hepáticos, neuronais ou pulmonares, sem efeito 

de associação significante com o transplante de CTM. Embora, efeitos adversos 

relacionados a problemas pulmonares sejam presentes em alguns casos atingindo 

13% dos pacientes em um dos estudos [181].  

No momento da elaboração deste trabalho, a análise do clinicaltrials.gov 

revelou a presença de 248 estudos clínicos com CTM de MO, 78 com CTM de TA e 

somente 1 com CTM de PD.  

3. Justificativa  
 

A infusão de células mesenquimais vem se firmando como uma opção 

terapêutica para o tratamento da DECH aguda resistente ao tratamento padrão. 

Contudo, o potencial imunomodulador das CTMs obtidas de diferentes tecidos (MO, 

TA ou PD) é ainda controverso na literatura havendo necessidade de estudos 

adicionais no intuito de esclarecer se há diferenças no grau imunomodulador entre 

CTMs das diversas fontes.  

 

 4. Objetivos 
 

 
 

4.1 Objetivo  Principal 
 

Comparar a capacidade de imunomodulação de CTM obtidas de TA e PD com 

aquela observada em CTMs obtidas de MO.  

 

      
  4.2 Objetivos secundários 

 

 - Padronizar no centro de terapia celular o protocolo de obtenção de células 

mesenquimais a partir de lipoaspirado e dentes decíduos. 
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- Comparar a capacidade proliferativa de CTM de MO, TA e PD.  

- Verificar o  potencial das CTM de diferentes fontes na inibição da proliferação 

de linfócitos. 

- Analisar como a  co-cultura de CTM  afeta a expressão dos subtipos de 

linfócitos. 
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6.Artigo científico 
 

 

Adipocyte derived mesenchymal stromal cell and platelet lysate: 

ideal cell and supplement for the treatment of immune-inflammatory 

diseases? 

Rodrigues F, Amorin B, Silla L 

Abstract 

Background: Mesenchymal stromal cells (MSC) are been tested for the treatment of 

immune diseases. MSC are present in several adult tissues which milieu may 

influence MSC behavior particularly under inflammatory conditions. Additionally, 

culture conditions also can modify cell function or state of activation. Methods: To 

address the influence of the MSC source on its characteristics, we studied a 

xenofree, platelet lysate supplemented MSC from dental pulp, adipose tissue and 

bone marrow, co-cultured with isolated T cells and PBMC subset, and studied the 

effect of culture animal or human supplements immunomodulatory effect.  Results: 

All three sources were efficient in inhibiting T cells. Among all MSC sources, as also 

described by others, adipose MSC were capable to significantly induce Treg 

phenotype and decrease T CD8+. Furthermore, comparing fetal bovine serum and 

platelet lysate, results demonstrate that platelet lysate alone is capable to induce 

immunomodulatory phenotype. Additional studies have to be made to elucidate the 

PL immunomodulatory effect.  

Introduction 

Mesenchymal stromal cells (MSC) are a specialized adult stem cell type of  

mesodermal origin. First identified by Friednstein [1] [2] in fibroblasts colony forming 

units from the bone marrow (BM), these cells are plastic adherent and capable of 

differentiation in chondrocyte, osteocytes and adipocytes. After its discovery BM 

MSC regenerative potential has been explored in pre-clinical and clinical studies 

focusing in trans-differentiation and tissue engineering [3]. An increasing number of 

evidences, however, pointed to a regenerative and immunemodulatory role mediated 
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by cell-to-cell contact and paracrine effects mediated by cytokines, growth factors, 

and exossomes[4][5]. Apparent, MSC are microenvironment modulators that respond 

to small stimuli to maintain tissue homeostasis. MSC have been identified in most of 

the adult tissues, like liver; adipose tissue; lungs; heart; dental pulp; muscle; cord 

blood; placenta, synovial membrane and tendons [6]  

Alternatives to BM MSC have been explored particularly outside the setting of bone 

marrow transplantation, and usually discarded tissue sources became an attractive 

option. Lipoaspirate, placenta, umbilical cord blood, umbilical cord, and teeth are 

amongst discarded tissue studied the most [7]. The role of the MSC source on its 

regenerative and immunemodulation effects, have been studied and although 

adipocyte derived MSC appears to have a higher proliferative and 

immunomodulatory potential there still have conflicting results concerning the role of 

MSC source [8].  

Concerns about xenoreactions to fetal calf serum supplemented cultured cells for 

cellular therapy, led our group [9]  and others [10] to explore human derived 

supplements. As shown in our previous study, in platelet lysate (PL) supplemented 

cultures, MSC proliferate significantly better then when cultured with FCS [9]. Along 

with a higher proliferative index PL could also alter MSC characteristics.  and its 

efficacy, leading to concerns about using fetal bovine serum and other non-human 

materials, evidence ensuring this is that MSC proliferate better using human derived 

materials, like platelet lisate (LP). As a strategy to consolidate human alternatives,  

this study was conducted using LP as culture supplement.  

MSCs from different origins have common nomenclature and characterization as 

stated by the International Society for Cellular Therapy [11]. The possibility that MSC 

from different sources can induce distinct immunomodulatory profiles is not yet 

entirely clear [12]. Through cell contact and paracrine mechanisms several types of 

immune cells are regulated by MSCs. According to the desired effect in its clinical 

application, the definition of the best MSC source type is important in order to 

enhance therapeutic benefits. In the present study we explored the 

immunomodulatory effect of MSC from dental pulp of human exfoliated deciduous 

teeth (SHED), adipose tissue (AD) and bone marrow (BM) with PBMC and 
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magnetically isolated T lymphocytes, as well as the possible effect that FCS and PL 

supplements can affect MSC behavior. 

 
 
Material and Methods 

 

Isolation, expansion and characterization of Mesenchymal stromal cells 

Mesenchymal stromal cells were collected after donor agreement and informed 

consent, according to the local ethical committee. MSC were cultured with DMEM low 

glucose (Gibco, Invitrogen Corp., USA), 1% PENSTREP (Gibco, Invitrogen Corp., 

USA), and 10% platelet lysate (PL) or 10% FCS, at 37°C and 5% CO2. At 80% 

confluence MSC were detached with trypsin enzyme digestion, counted and replated. 

MSC were plated at 3x105 cells/cm2 at P0 and 5x103 cells/cm2 for following passages. 

PL was produced in house. Briefly, platelets passed through freezing and thawing 

cycle, centrifuged 4 times at 3000g for 30 min, sterilized through 0,22 µm filter, 

heparinized and stored in -20°C freezer for up to 3 months [9] 

Detection of cell viability 

Trypan blue viability assay was performed on cells before culture Viability percentage 

was determined using a Neubauer haemocytometer chamber after staining the cells 

with 0.4% trypan blue. The accepted mean viability was over 90% (87-99%).  

Statistical Analyze 

For proliferation analyses were used one-way Anova and Tukey's Post Hoc; Paired T 

test was used when applicable. 

Adipose derived Mesenchymal Stromal cells (AD-MSC) 

AD-MSC isolation was modified from Zuk et al [13]. Briefly, 40-60 mL lipoaspirate 

was collected from plastic surgery procedure. Whole material was washed 3 times 

with PBS using a seringe in a 1:1 volume proportion. Wash lipoaspirated adipose 

tissue was then incubated with 0,2% type I collagenase solution in a 10:1 volume for 

30 minutes in 37°C, vigorously agitating at each 10 minutes. Cells were centrifuged 
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at 800g for 10 min, pellet was incubated in NH4CL erythrocyte lysing solution for 10 

min, centrifuged at 400g 10 min, counted and cultured as stated above. 

  

 Bone Marrow Mesenchymal Stromal cell (BM-MSC)  

BM-MSCs were isolated from normal donor bone marrow harvest for transplant or 

transplant-discarded filters. In brief, filters were washed with 200mL PBS (Gibco, 

Invitrogen Corp., USA), cells were centrifuged at 400g 10 min, counted and cultured 

as stated above[14]   

Human Exfoliated Deciduous Teeth Mesenchymal Stromal cells (SHED-MSC) 

Cells were extracted as previously described [15]. Briefly, completely healthy 

deciduous teeth were extracted and transported in PBS or culture medium. Cells 

were extracted from dental pulp with dentin curette. Dental pulp was placed in 0,2% 

type I collagenase and incubated at 37°C for 1h. Cells were centrifuged at 800g for 

10 min, washed 2x with PBS and cultured in 12 well plates.      

 Mesenchymal Osteocyte, Adipocyte and Chondrocyte differentiation 

Osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation were performed in all 

cultures. Osteogenic differentiation was induced in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium low glucose (DMEN Low) (Gibco, Invitrogen Corp., USA), FCS (Gibco, 

Invitrogen Corp., USA), ascorbic acid (0.2 mmol/L) (Acros Organics, Belgium), β-

glycerophosphate (10mmol/L) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 

dexamethasone (0.1 μmol/L), (Hypofarma, Brasil) for 30 days. Adipogenic 

differentiation was induced in Iscove's Modified Dulbecco's IMDM (Gibco, Invitrogen, 

USA) supplemented with 20% platelets poor human plasma, heparin (5.000UI/ml) 

(Eurofarma, Brasil), indomethacin (0.2mmol/L) (Merck Sharp & Dohme, USA) 

dexamethasone (0.1 μmol/L), and insulin (10 μmol/L) (Eli Lilly, Mexico). 

Chondrogenic differentiation was induced in DMEM Low supplemented with insulin 

(Cellofarm, Brazil), ascorbic acid and TGF-β (Invitrogen, USA). Osteogenic, 

adipogenic and chondrogenic differentiation were stained by Alizarin Red staining 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Oil Red (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 

and Alcian Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), respectively.  
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PBMC and T cell isolation 

Venous  blood was collected from healthy donors. Mononuclear cells were isolated 

by gradient centrifugation in histopaque (Gibco, Invitrogen, USA). Cells were washed 

2x in PBS, counted and cultured with RPMI low glucose (Gibco, Invitrogen, USA), 1% 

PENSTREP (Gibco, Invitrogen, USA) and 10% fetal bovine serum (FBS) or LP. For T 

cell isolation, PBMC were passed through magnetic column (MACS; Miltenyi Biotec) 

according to the manufacturer instructions;  cells were counted and cultured with 

RPMI low glucose (Gibco, Invitrogen Corp., USA), 1% PENSTREP (Gibco, Invitrogen 

Corp., USA) and 10% fetal bovine serum (FBS) or LP.. T cells were obtained from 

PBMC by cultivation with fitohemaglutinin (PHA) at 10µg/mL for 3 days.  

 Comparison of proliferative potential of MSC 

MSC from all sources were expanded until passage five for comparison of 

proliferative potential. Population doubling point formula was used to estimate the cell 

proliferation  based on the time in culture, number of plated cells and the number of 

cells at moment of trypsinization at the chosen passage. A= n° trypsinized cells; B= 

n° plated cells; C= n° hours in culture.   

 
  

Coculture experiments 
 

Protocol was adapted from Le Blanc et al. [16]. In brief, after 3 days of lymphocytes 

expansion, they were incubated with 5mM CFSE (Life Technologies Invitrogen), 

according to the manufacturer instructions. MSC were cultured until 2nd passage, 

trypsinazed and washed. Lymphocytes and MSC were plated at 10:1 proportion for a 

concentration of 1x106/mL lymphocytes. Cells were cultured for 3 days for 

proliferation and then supernatant containing lymphocytes were collected and 

analyzed by flow citometry.  

Flow Citometry  

Lymphocytes and MSC viable cells were counted and adjust for a concentration of 2 

× 106 cell/mL in PBS, the cells were distribute in flow cytometry tubes (50 μ L/tube), 

5uL – to 10uL of the following antibodies CD90, CD73, CD105 CD3, CD14, CD 45, 
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CD34, CD19, HLDR MSC markers; CD3, CD4, CD8 lymphoid markers; CD4 CD25, 

FOXP3 Treg markers; CD3, CD56 NK markers; CD19 B cell marker.  Cells were 

incubated for 30 min at 4°C, protected from light. Next, cells were centrifuged at 400 

g for 10 min to remove the unbound antibodies and resuspended in 0.5 mL PBS. The 

cells were assayed in a flow cytometer (FACSCanto II, Becton Dickinson) and the 

data analyzed with CellQuest software (Becton Dickinson). MSC were defined by the 

expression of CD105, CD73, CD90 and the absence of HLA-DR, CD19,CD14, CD34 

and CD45.  

 
Results 
 

Samples description 

There were a total of 10 samples analyzed, three from BM and SHED, and four from 

adipose tissue. Table 1 describes the general characteristics of the samples.  

 
Table 1: MSC general characteristics. 

Source Age Gender 

SHED 6 M 

SHED 6 M 

SHED 8 M 

BM 24 M 

BM 28 F 

BM 30 M 

AD 33 F 

AD 22 F 

AD 34 F 

AD 26 F 

F: Female; M: male; BM: bone marrow; AD: adipose tissue; SHED: dental pulp from human exfoliated 
deciduous teeth. 

 

Mesenchymal stromal cell Imunophenotype from three distinct sources 

Mesenchymal cells were analyzed by flow citometry as stated in Methods, and MSC 

from all were characterized in accordance to the ISCT [11].    

 Mesenchymal Adipocyte, chondrocyte and osteocyte differentiation 

All sources of MSC were able to multilineage differentiation in adipocytes, 

chondrocytes and osteocytes, as shown in figure 1. 
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Proliferation of BM-, SHED-, and AP-MSC 

Adipose derived MSC had a significantly (p=0,0017) better proliferation ratio, then the 

other sources in all passages. BM and SHED had no difference among them, as 

stated in figure 2.  

MSC are capable to inhibit lymphocyte proliferation 

To answer if all three sources had the same immunomodulation potential, it was 

analyzed the capability of MSC to inhibit lymphocyte proliferation through CFSE by 

flow citometry. All sources inhibited lymphocyte proliferation both in T and PBMC 

group, as showed in Figure 3.   

Immunophenotyping of T and PBMC lymphocytes cocultured with MSC 

To address if MSC could have different influence in lymphocytes subsets as a 

mechanism of action for their immunomodulation ability, the effect of MSC from each 

source on PBMC or isolated T cells subsets CD4, CD8, Treg, NK lymphocytes, and B 

cells were analyzed. MSC of all sources, except Adipocyte tissue, were able to tend 

to diminish all lymphocytes subsets in co-cultures experiments either with PBMC or T 

cells. SHED-MSCs were more efficient in significantly inhibiting PBMC derived Treg 

and TCD4+ cells (p=0,01 and p=0,02 respectively) then MSCs of any other source. 

On the other hand, AD-MSC had more profound and differential effects either when 

co-cultured with PBMC or isolated T cells. AD-MSC were able to statistically 

decreased (p=0,04) the number of B lymphocytes from PBMC, and when co-cultured 

with isolated T cells it significantly decreased CD8+ (p=0,008) and increased Treg 

(p=0,01) lymphocytes (Figure 4) 

 

LP has different lymphocyte subset stimulation 

To address if LP can increase any type of lymphocyte subset, we compared PBMC 

and T cells proliferation and immune phenotype cultured with SBF or LP. Either from 

PBMC or isolated T cells, PL alone significantly (p=0,01 and p=0,02, respectively) 
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increased Treg expression. Furthermore, differently from MSC, LP does not change 

proliferation prolife among the groups (figure 5) 

 

 

Discussion 

Mesenchymal stromal cells are been tested in clinical trials for the treatment of 

several immune related diseases [17], as well as, in regenerative medicine [18]. 

MSC, along with other mesodermal derived cells, are present in several organs and 

tissues stroma and its regenerative and imunomodulation potential might variate with 

the different millieu it is obtained of. Here we show the results of co-culturing MSC 

from three different sources: adipocyte, bone marrow and SHED  with unsepareted 

PBMC and CD3+ isolated T cells. Additionally, different human derived supplements 

for cell cultures are been tested in order to avoid unwanted xenoreactions already 

described when fetal calf serum is utilized as supplement [19]. 

As showed by others [20], in our hands, AD-MSC exhibited a significant superior 

proliferative (Figure 2) and immunomodulation effect (Figure 3). BM and SHED 

derived MSC tent to decrease T cells subsets (CD4, CD8, Treg, NK lymphocytes) 

either from unsepareted PBMC or isolated T cells. SHED-MSCs, however, were able 

to significantly decrease CD 4+ and Tregs (p= 0,02 and p= 0,01, respectively), the 

CD4+ decrease subset could, however, be secondary to the decrease observed in 

Tregs, since both belong to the CD4 subset.  

AD-MSCs not only exhibited a higher proliferative capacity but also were able to 

significantly (p=0,04) decrease B cells from PBMC.. When co-cultured with purify T 

cells AD-MSC significantly decrease CD8+ (p=0,008) cells and increase Tregs 

(p=0,01). Additionaly, to test a possible influence of the type of supplement utilized in 

MSC cultures, we showed that platelet lisate also have an independent 

immunomodulation effect: it significantly increases Tregs when utilized as a 

supplement for PBMC or T lymphocytes p= 0,01 and p= 0,02, respectively (Figure 5). 

However, the observed increase in Tregs in co-cultures with T lymphocytes cannot 

be attributed to the use of PL alone, since all cultures, from all sources were tested in 
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the presence of PL and only the AD-MSC/Tcell co-culture effectivelly increased 

Tregs.  

T regulatory cells are known to modulate graft versus host disease (GVHD)[21] and 

autoimmunity [22]. AD-MSC might turn out to be the ideal type of MSC to be tested in 

cellular therapy trials for theses diseases. In this study, coculture of AD-MSC and 

magneticaly purified T cells, significantly increased Treg cells. In accordance with 

literature [10] this effects could be a mechanism for immunesuppresion.  

As stated above, SHED  when cultured with PBMC were significantly effective in 

decresing T CD4+ cells and Tregs, an effect that could be attributed to the fact that in 

cases of agression and lymphocyte infiltration, pulp MSC allows T CD8+ infiltration 

and expansion in a dose dependent manner in the presence of bacterial or fungal 

infections, decreasing CD4+ numbers  [23] [24]. SHED-MSC could be utilized in such 

clinical settings.   

In accordance with Lee et al [25], we demosntrated that LP alone can increase Treg 

phenothype. A study on the effects of MSC of different sources cultured either with 

FCS or PL is underway to see if the observed PL related Tregs increase can affect 

MSC from different tissues. Finally, TGF-β known to be present in PL can strongly 

induce Treg phenotype and MSC homing in GVHD [26] [27]. PL effect on Tregs 

might be attributed to this growth factor [28]  [29] 

Conclusions 

Adipocyte derived MSC, among other tissue derived MSC, can proliferate better and 

among other MSC sources be more efficient in inducing immunoregulatory cells. BM 

derived MSC is an approved cellular therapy for steroid resistant GVHD, and are 

been tested for a variaty of inflamatory diseases. BM derived cells are suited for 

cellular therapy because they are obtain from a healthy hematopoietic stem cell 

transplant donor tested for all known microbial infections. Lipoaspirate, on the other 

hand, is usually obtained from plastic surgery, where possible infective pathogens 

are not taken into consideration. Autologous lipoaspirate in the setting of an 

inflamatory disease is a rather invasive procedure. In spite of that, adipocyte derive 

MSC cultured with PL, might be the best type of MSC for the treatment of inflamatory 

or autoimmune disease.   
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Figure 1: Multilineage differentiationl of BM-, SHED- and AP-MSC.  
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Figure 2: proliferation comparison of Bone Marrow, Human Exfoliated Deciduous Teeth and Adipose 

Tissue MSC . 

 

 

Figure 3: Effect of adipocyte derived MSC (AD-MSC), Human Exfoliated Deciduous Teeth derived 

MSC (SHED-MSC) and bone marrow derived MSC (BM-MSC) immunomodulation cocultured for 3 

days with CFSE labeled isolated T cell and PBMC at 10:1 lymphocyte MSC ratio and controls. A: 

SHED MSC cocultured with PBMC. B: BM MSC cocultured with PBMC. C: AD MSC cocultured with 

PBMC. D: SHED MSC cocultured with magnetically isolated T cells. E:BM MSC cocultured with 

magnetically isolated T cells. F: AD MSC cocultured with magnetically isolated T cells. G: PBMC 

control cultured in absence of MSC. H: magnetically isolated T cells control cultured in absence of 

MSC.  
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Figure 4: Effect of adipocyte derived MSC (AD-MSC), Human Exfoliated Deciduous Teeth derived 

MSC (SHED-MSC) and bone marrow derived MSC (BM-MSC). A: SHED-MSC co-cultured with PBMC 

compared to control, statistically decreased Treg (p=0,01) and CD4
+
 (p=0,02) lymphocytes. B: SHED-

MSC co-cultured with isolated T cells compared to control did not have a significant influence on T cell 

subsets. C: BM-MSC co-cultured with PBMC compared to control did not significantly influence T 

lymphocytes subsets neither from PBMC nor isolated T cells. D: BM-MSC co-cultured with isolated T 

cells compared to control also did not have influence in T lymphocytes subsets. E: AD-MSC co-

cultured with PBMC compared to control, statistically decreased B lymphocyte (p=0,04) F: AD-MSC 

co-cultured with isolated T cells compared to control, statistically decreased CD8
+
 (p=0,008) and 

increased Treg (p=0,01) lymphocytes. 
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Figure 5: Comparison of platelet lysate (LP) and fetal bovine serum (FBS) effect on proliferation and 

lymphocytes subsets. A: isolated T cells cultured with LP and FBS, LP significantly  (p=0,02)  induce T 

reg phenotype. B: PBMC cultured with LP and FBS, LP significantly (p=0,01)  induce T reg phenotype. 

C: proliferative potential of PBMC or isolated T cells with PL or FCS did not differ when cultured with 

PL or FCS.  

 

 

 

 

* 

* 

C 

B A 



62 

 

  

7. Considerações Finais 

 

Em nosso laboratório realizamos pesquisa de terapia celular tanto com 

células tronco mesenquimais visando estudos clínicos para tratamento de doenças 

auto imunes, como doença do enxerto contra o hospedeiro, como outras células do 

sistema imune, como células NK. Determinar o impacto de diferentes possíveis 

fontes, teve o objetivo de otimizar a produção de células, analisada pela proliferação 

celular neste trabalho, assim como a eficiência, analisada pela inibição da 

proliferação de linfócitos e a imunofenotipagem de seus subtipos.   
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8. Perspectivas Futuras 
 

 

Outros estudos em andamento no laboratório complementarão estes dados, 

envolvendo principalmente o perfil de citocinas após a  injeção de CTM. Além disso, 

outros parâmetros estão sendo implementados, como análise de microvesículas e 

exossomos.   

 

 


