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RESUMO 
 

NORONHA, N. C. Efeitos do pré-condicionamento com hipóxia e/ou interleucina-
17 em células estromais mesenquimais de cordão umbilical cultivadas em 
biorreator de tanque agitado. 2021. 136f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

As células estromais mesenquimais (MSC) têm sido usadas no tratamento de 
uma variedade de doenças devido ao seu notável potencial regenerativo, 
imunossupressor e imunomodulador. No entanto, muitos estudos clínicos revelaram 
resultados limitados, que têm levado pesquisadores à busca de estratégias que 
melhorem a eficácia terapêutica dessas células. É importante ressaltar que a 
aplicação clínica de MSC requer a implementação de bioprocessos de expansão 
celular escalonáveis combinados com condições de cultivo isentas de xenoantígenos. 
O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar e avaliar funcionalmente células 
estromais mesenquimais de cordão umbilical (UC-MSC) expandidas em biorreator de 
tanque agitado, sob condições livre de xenoantígenos, pré-condicionadas ou não com 
hipóxia e/ou interleucina-17 (IL-17). Primeiramente, foi estabelecido um protocolo de 
expansão de UC-MSC em sistema de cultivo 3D, escalonável e livre de 
xenoantígenos, podendo ser concomitantemente pré-condicionadas. Os resultados 
demonstraram UC-MSC expandem eficientemente por cinco dias em sistema 3D 
agitado em condições de normóxia ou hipóxia usando microcarregadores revestidos 
de colágeno humano e meio suplementado com soro AB humano. UC-MSC 
expandidas em sistema de cultivo 3D agitado e condição de hipóxia mantiveram o 
imunofenótipo, potencial de diferenciação e potencial imunossupressor in vitro 
característicos de MSC, comparadas às condições controles. Notavelmente, esta 
condição de cultivo aumentou significativamente as propriedades angiogênicas in vitro 
das UC-MSC. Em seguida, os efeitos dos pré-condicionamentos das UC-MSC com 
IL-17 combinado ou não com hipóxia foi avaliado. UC-MSC pré-condicionadas com 
IL-17 e hipóxia apresentaram maior capacidade imunossupressora in vitro, 
comparadas às outras condições, porém sem diferença estatística. O pré-
condicionamento das UC-MSC com IL-17 em condição de normóxia aumentou 
significativamente a secreção de CD147, molécula com funções imunossupressoras. 
O secretoma das UC-MSC expandidas em sistema de cultivo 3D agitado e pré-
condicionadas em condições de hipóxia apresentou grande número de proteínas pró-
angiogênicas, anti-angiogênicas, citocinas pró-inflamatórias e pró-inflamatórias, 
fatores de crescimento, dentre outras. Por outro lado, o secretoma das UC-MSC 
expandidas da mesma forma, porém pré-condicionadas com IL-17/normóxia e IL-
17/hipóxia apresentou uma significativa diminuição do número e/ou concentração de 
proteínas bioativas secretadas. Por fim, os resultados mostraram que UC-MSC 
expandidas em sistema de cultivo 3D em biorreator de tanque agitado, independente 
do pré-condicionamento, apresentam concomitantemente “assinatura angiogênica” 
pela secreção de VEGF e TGF-β e “assinatura imunossupressora” pela secreção de 
PGE-2 e IDO, evidenciadas também pelos ensaios funcionais de angiogênese e 
inibição da proliferação de linfócitos, respectivamente.  

 
Palavras-chave: células estromais mesenquimais; biorreator; microcarregador; 
hipóxia; IL-17; potencial angiogênico; potencial imunossupressor. 



 

ABSTRACT 
 

NORONHA, N. C. Effects of preconditioning with hypoxia and/or interleukin-17 
on umbilical cord mesenchymal stromal cells cultured in stirred tank bioreactor. 
2021. 136p.Thesis (Doctorate). School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirão Preto 
– University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

Mesenchymal stromal cells (MSC) have been used in the treatment of a variety of 
diseases due to their remarkable regenerative, immunosuppressive, and 
immunomodulatory potential. However, many clinical studies have revealed limited 
results, which have led researchers to search for strategies to improve their therapeutic 
efficacy. Importantly, the clinical application of MSC requires the implementation of 
scalable cell expansion bioprocesses combined with xenoantigen-free culture 
conditions. The general objective of this work was to characterize and functionally 
evaluate umbilical cord mesenchymal stromal cells (UC-MSC) expanded in a stirred 
tank bioreactor, under xenoantigen-free conditions, preconditioned or not with hypoxia 
and/or interleukin-17 (IL-17). Firstly, a UC-MSC expansion protocol was established in 
a scalable, xenoantigen-free, agitated 3D culture system, in which cells can be 
preconditioned at the same time. The results demonstrated that UC-MSC efficiently 
expands for five days in a stirred 3D culture system under conditions of normoxia or 
hypoxia using microcarriers coated with human collagen and medium supplemented 
with human AB serum. Expanded UC-MSC in a stirred 3D culture system, under 
hypoxia condition, maintained the immunophenotype, differentiation potential and in 
vitro immunosuppressive potential characteristic of MSC, compared to control 
conditions. Notably, this culture condition significantly increased the in vitro angiogenic 
properties of UC-MSC. Next, the effects of UC-MSC preconditioning with IL-17 
combined or not with hypoxia was evaluated. UC-MSC preconditioned with IL-17 and 
hypoxia showed greater in vitro immunosuppressive capacity, compared to other 
conditions, but without statistical differences. The preconditioning of UC-MSC with IL-
17 under normoxia significantly increased the secretion of CD147, a molecule with 
immunosuppressive functions. The secretome of UC-MSC expanded in stirred 3D 
culture system and preconditioned under hypoxic conditions presented a large number 
of pro-angiogenic, anti-angiogenic, pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, 
growth factors, among others. On the other hand, the secretome of UC-MSC expanded 
in the same way but preconditioned with IL-17/normoxia and IL-17/hypoxia presented 
a significant decrease in the number and/or concentration of secreted bioactive 
proteins. Finally, our results showed that UC-MSC expanded in stirred 3D culture 
system, independent of preconditioning, presented concomitantly "angiogenic 
signature" by the secretion of VEGF and TGF-β and "immunosuppressive signature” 
by the secretion of PGE-2 and IDO, also evidenced by functional assays of 
angiogenesis and inhibition of lymphocyte proliferation, respectively. 

Keywords: mesenchymal stromal cells; bioreactor; microcarriers; hypoxia; IL-17; 
angiogenic potential; immunosuppressive potential. 



 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Representação esquemática das abordagens de pré condicionamento/ 
priming de MSC mais utilizadas.. ................................................................................................. 34 
Figura 2. Delineamento experimental. ........................................................................................ 39 
Figura 3. Perfil de crescimento das UC-MSC com o microcarregador SphereCol em 
condições livre de xenoantígenos.. ............................................................................................ 39 
Figura 4. Expansão de UC-MSC em biorreator de tanque agitado pré-condicionadas ou 
não à hipóxia em condições livres de xenoantígenos. .......................................................... 39 
Figura 5. Imagens de UC-MSC cultivadas sob hipóxia com o microcarregador SphereCol 
em biorreator de tanque agitado após a coloração com DAPI. ........................................... 39 
Figura 6. Imagens representativas das UC-MSC cultivadas em biorreator após 
coloração com o corante FDA. ..................................................................................................... 39 
Figura 7. Recuperação celular das UC-MSC pós-cultivo em microcarregadoes em 
biorreator de tanque agitado. ........................................................................................................ 39 
Figura 8. Análise metabólica das UC-MSC expandidas em biorreator em condições livre 
de xenoantígeno em normóxia (DO 20%) e hipóxia (DO 5%) em 5 dias de cultivo.... .... 39 
Figura 9. Perfil imunofenotípico das UC-MSC pré e pós-expansão e pré-
condicionamento em biorreator de tanque agitado ................................................................ 39 
Figura 10. Análise de multipotencialidade de UC-MSC previamente expandidas em 
biorreator em condição de hipóxia. ............................................................................................ 39 
Figura 11. Ensaio de migração de HUVEC tratadas com meio condicionado de UC-MSC 
expandidas em biorreator sob hipóxia.  . .................................................................................. 39 
Figura 12. Imagens representativas do ensaio de potencial indutor da migração de 
HUVEC. ................................................................................................................................................ 39 
Figura 13. Efeito do meio condicionado de UC-MSC expandidas/pré-condicionadas em 
biorreator na migração de HUVEC.. ............................................................................................ 39 
Figura 14. Dinâmica do ensaio do potencial angiogênico do meio condicionado de UC-
MSC expandidas em biorreator em condições de hipóxia. .................................................. 39 
Figura 15. Imagens representativas de ensaio de potencial angiogênico do meio 
condicionado de UC-MSC expandidas em biorreator em condições de normóxia ou 
hipóxia. ................................................................................................................................................ 39 
Figura 16. Potencial angiogênico dos meios condicionados de UC-MSC expandidas em 
biorreator em condições de normóxia ou hipóxia. ................................................................. 39 
Figura 17. Potencial angiogênico de UC-MSC.. ....................................................................... 39 
Figura 18.  Histogramas representativos das análises de citometria de fluxo da inibição 
da proliferação de linfócitos T ...................................................................................................... 39 
Figura 19. Potencial de inibição da proliferação de linfócitos por UC-MSC cultivadas em 
biorreator. ........................................................................................................................................... 39 
Figura 20. Expansão de UC-MSC em biorreator de tanque agitado e pré-
condicionamento com Interleucina-17 em normóxia ou hipóxia. ....................................... 39 
Figura 21. Imagens representativas das UC-MSC pré-condicionadas com IL-17 e hipóxia 
(priming combinado) em biorreator de tanque agitado após coloração com o corante 
FDA.  . .................................................................................................................................................. 39 
Figura 22. Análise metabólica das UC-MSC expandidas em biorreator de tanque agitado 
em normóxia (DO 20%) ou hipóxia (DO 5%) e condicionadas com IL-17. ........................ 39 



 

Figura 23. Análise de multipotencialidade de UC-MSC cultivadas em biorreator de 
tanque agitado em condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas ou não com 
IL-17. .................................................................................................................................................... 39 
Figura 24. Efeito do meio condicionado de UC-MSC cultivadas em biorreator de tanque 
agitado em condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas ou não com IL-17, na 
migração de HUVEC. ....................................................................................................................... 39 
Figura 25. Potencial angiogênico do meio condicionado de UC-MSC cultivadas em 
biorreator de tanque agitado em condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas 
ou não com IL-17.   ........................................................................................................................... 39 
Figura 26. Potencial de inibição da proliferação de linfócitos de UC-MSC cultivadas em 
biorreator de tanque agitado em condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas 
ou não com IL-17.  . ......................................................................................................................... 39 
Figura 27. Perfil de expressão de proteínas relacionadas a angiogênese no secretoma 
de UC-MSC cultivadas em biorreator de tanque agitado em condição de normóxia ou 
hipóxia, pré-condicionadas ou não com IL-17.. ....................................................................... 39 
Figura 28. Perfil de proteínas angiogênicos no secretoma de UC-MSC cultivadas em 
biorreator de tanque agitado em condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas 
ou não com IL-17.. ............................................................................................................................ 39 
Figura 29. Perfil de citocinas no secretoma de UC-MSC cultivadas em biorreator de 
tanque agitado em condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas ou não com 
IL-17. .................................................................................................................................................... 39 
Figura 30. Perfil de citocinas no secretoma de UC-MSC cultivadas em biorreator de 
tanque agitado em condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas ou não com 
IL-17. .................................................................................................................................................... 39 
Figura 31.  Concentração de PGE-2, IDO, TGF-β e VEGF no secretoma de UC-MSC 
cultivadas em biorreator de tanque agitado em condição de normóxia ou hipóxia, pré-
condicionadas ou não com IL-17.    ............................................................................................ 39 
Figura 32. Análise do processo autofágico em UC-MSC cultivadas em biorreator em 
normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas ou não com IL-17. ............................................... 39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1. Perfil imunofenotípico de UC-MSC pré e pós-cultivo em biorreator de tanque agitado 

em condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas ou não com IL-17. .......................... 39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

ADAMTS1 metalopeptidase com motivo 1 de trombospondina 1 
AKT proteína quinase B 
AMPK proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina 
ANG angiogenina 
ANGPT1 angiopoetina tipo 1 

 
 

ATG AuTophaGy related Genes, genes relacionados com a autofagia 
Beclin-

 

proteína espiralada semelhante a miosina que interage com Bcl2 
CCL e CXCL quimiocinas ligantes de motivos C-C e C-X-C 

 CCR e CXCR receptors de quimiocinas 
BPM Boas Práticas de Manufatura 
CD grupamento de diferenciação 
CFSE carboxyfluorescein succinimidyl ester 
CHI3-L1 proteína 1 semelhante a quitinase-3 
DAMPs padrões moleculares associados à dano 
DAPI 4’,6-diamino-2-phenylindole 
EBM meio basal para células endoteliais 
EGF fator de crescimento epidermal 
EGM meio de crescimento para células endoteliais 
ELISA ensaio de imunoabsorção enzimática 

 ERK1/2 quinases 1 e 2 reguladas por sinais extracelulares 
Fas e FasL antígeno indutor de apoptose tipo 1 e seu ligante 
FGF fator de crescimento de fibroblastos 
FOXO3 fator de transcrição “forkhead box” tipo 3 
FOXP3 fator de transcrição “forkhead box” tipo P3 
GM-CSF fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos 
G-CSF fator estimulador de colônias de granulócitos 
GDF-15 fator de crescimento e diferenciação celular 15 
GNDF fator neurotrófico derivado de células gliais 
HB-EGF fator de crescimento semelhante ao EGF ligante de heparina 
HGF fator de crescimento de hepatócitos 
HLA human leukocyte antigen 
HO-1 heme oxigenase tipo 1 
HUVEC células endoteliais extraídas de cordão umbilical humano 
ICAM molécula de adesão inter-celular 
IDO Indoleamine 2,3-dioxygenase 
IFN-γ Interferon gamma 
IGF-1 fator de crescimento do tipo 1 semelhante à insulina 
IGFBP proteína de ligação à IGF-1 
IL interleucina 
iNOS óxido nítrico sintase induzida 
JAK-1 janus quinase 1 

 LC3B-I e -II cadeia leve 3 associada a microtúbulos subunidade 1 e 2 
LIF fator inibidor de leucemias 
MAPK quinase ativada por mitógenos 
MC meio condicionado 
MCP-1 proteína quimiotática de monócitos tipo 1 



 

MHC major histocompatibility complex 
M-CSF fator estimulador de colônias de macrófagos 
MIF fator inibidor da migração de macrófagos 
MMP metaloproteinase de matriz 
MSC células mesenquimais estromais multipotentes 

 
mTOR proteína alvo da rapamicina 
NFkB factor nuclear kappa B 
NK células assassinas naturais 
NO óxido nítrico 
PAMP padrões moleculares associados à patógenos 
PBMC células mononucleares de sangue periférico 
PBS tampão fostato salino 
PD-1/L1 receptor de morte celular programada tipo 1 e seu ligante 
PDGF/R fator de crescimento derivado de plaquetas e seu receptor 
PGE2 prostaglandina E-2 
PHA fitohemaglutinina 
PI3KC3 subunidade catalítica tipo 3 da fosfatidilinositol quinase 3 

 PIGF fator de crescimento placentário 
PK1 piruvato quinase 1 
PVDF membrana de fluoreto de polivinilideno 
ROS espécies reativas de oxigênio 
RPMI meio roswell park memorial institute 

 SDS-PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil- sulfato de sódio 
SEM erro padrão da média 
SFB soro fetal bovino 
SHBG globulina ligadora de hormônios sexuais 

 

 

 

SOD superóxido dismutase 
STAT3 proteína 3 de ativação dos transdutores de sinal para o núcleo 
TBS/T salina tamponada com tris e polissorbato 20 
TGF-β fator de crescimento transformador beta 
Th1, Th2 e 

 

linfócitos auxiliares responsáveis pelos padrões de respostas tipo 1, 

   Treg linfócito T regulador 
TIMPS inibidores de metaloproteinases de matriz 
TNF-α fator de necrose tumoral α 

 TSG-6 gene 6 estimulado por TNF- α 
  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

SUMÁRIO 

 
RESUMO................................................................................................................... 11 

ABSTRACT ............................................................................................................... 12 

LISTA DE FIGURAS ................................................................................................. 13 

LISTA DE TABELAS ................................................................................................ 15 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ................................................................... 16 

1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 21 

1.1. Células Estromais Mesenquimais Multipotentes ..................................................................... 21 

1.2. Mecanismos imunomoduladores das MSC .............................................................................. 23 

1.3. Mecanismos angiogênicos das MSC ......................................................................................... 28 

1.4. MSC humanas de cordão umbilical ........................................................................................... 29 

1.5. Autofagia e MSC ........................................................................................................................ 30 

1.6. Pré-condicionamento ou “priming” de MSC ............................................................................ 32 

1.7. Expansão de MSC em biorreatores ........................................................................................... 37 

2. HIPÓTESE, JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA .................................................... 39 

3. OBJETIVOS .......................................................................................................... 39 

4. MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................... 39 

4.1. Delineamento experimental ...................................................................................................... 39 

4.2. Isolamento, cultura e caracterização das UC-MSC .................................................................... 39 

4.2.1. Produção de soro AB ............................................................................................................... 39 

4.2.2. Isolamento e expansão das UC-MSC ....................................................................................... 39 

4.2.3. Definição das condições para expansão com o microcarregador SphereCol em frasco Spinner
 ........................................................................................................................................................... 39 

4.2.4. Expansão em biorreator de tanque agitado com Sphere-Col ................................................. 39 

4.2.5. Pré-condicionamento ou “priming” das UC-MSC em condição de hipóxia ............................ 39 

4.2.6. Pré-condicionamento ou “priming” das UC-MSC com IL-17 ................................................... 39 

4.2.7. Recuperação celular (Harvest) ................................................................................................ 39 

4.2.8. Coloração com DAPI e FDA ...................................................................................................... 39 

4.2.9. Imunofenotipagem das UC-MSC ............................................................................................. 39 

4.2.10. Ensaios de diferenciação ....................................................................................................... 39 

4.2.11. Análise metabólica ................................................................................................................ 39 

4.3. Ensaios funcionais in vitro .......................................................................................................... 39 



 

4.3.1. Ensaio de potencial parácrino a partir do meio condicionado na migração de células HUVEC
 ........................................................................................................................................................... 39 

4.3.2. Ensaio de avaliação de potencial angiogênico parácrino a partir de meio condicionado ...... 39 

4.3.3. Ensaio de imunossupressão da proliferação de células T ....................................................... 39 

4.4. Proteome Array .......................................................................................................................... 39 

4.5. Ensaios imunoezimáticos (ELISA) ............................................................................................... 39 

4.6. Análise do marcador de autofagia LC3B .................................................................................... 39 

4.7. Análises estatísticas .................................................................................................................... 39 

5. RESULTADOS ...................................................................................................... 39 

5.1. PARTE I ....................................................................................................................................... 39 

5.1.1 Padronização da expansão das UC-MSC ancoradas a microcarregadores em biorreator de 
tanque agitado .................................................................................................................................. 39 

5.1.2. Cultivo em biorreator de tanque agitado e pré-condicionamento com hipóxia .................... 39 

5.1.3. Caracterização do perfil imunofenotípico e do potencial de multidifenciação de UC-MSC 
expandidas e pré-condicionadas em hipóxia em biorreator de tanque agitado .............................. 39 

5.1.4 Ensaios funcionais in vitro ........................................................................................................ 39 

5.1.4.1 Potencial angiogênico ........................................................................................................... 39 

5.1.4.2. Avaliação das propriedades imunossupressoras das UC-MSC ............................................. 39 

5.2. PARTE II ...................................................................................................................................... 39 

5.2.1.  Pré-condicionamento de UC-MSC expandidas em biorreator de tanque agitado em 
normóxia ou hipóxia com IL-17 ......................................................................................................... 39 

5.2.2.  Caracterização das UC-MSC expandidas em biorreator de tanque agitado em condição de 
normóxia ou hipóxia e pré-condicionadas com IL-17 ....................................................................... 39 

5.2.3.  Potencial angiogênico de UC-MSC expandidas em biorreator de tanque agitado em condição 
de normóxia ou hipóxia e pré-condicionadas com IL-17 .................................................................. 39 

5.2.4.  Propriedade imunossupressora de UC-MSC expandidas em biorreator de tanque agitado em 
condição de normóxia ou hipóxia e pré-condicionadas com IL-17 ................................................... 39 

5.2.5.  Análise do secretoma das UC-MSC expandidas em biorreator de tanque agitado em 
condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas ou não com IL-17 ......................................... 39 

5.2.6. Análise do processo autofágico de UC-MSC cultivadas em biorreator de tanque agitado em 
condição de normóxia ou hipóxia, pré-condicionadas ou não com IL-17. ........................................ 39 

6. DISCUSSÃO ......................................................................................................... 39 

Parte I. Estratégia de pré-condicionamento de cultivo 3D em Hipóxia .......................................... 39 

Parte II. Estratégia de pré-condicionamento de cultivo 3D em hipóxia e/ou IL-17. ...................... 39 

7. RESUMO DOS RESULTADOS ............................................................................ 39 

8. CONCLUSÃO ....................................................................................................... 40 



 

9. PUBLICAÇÕES RELACIONADAS A TESE DE DOUTORADO .......................... 41 

10. REFERÊNCIAS ................................................................................................... 42 

10. ANEXOS ............................................................................................................. 58 

10.1. Anexo I ...................................................................................................................................... 58 

10.2. Anexo II ..................................................................................................................................... 59 

10.3. Anexo III .................................................................................................................................... 60 



 



 
 

 
 

1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Células Estromais Mesenquimais Multipotentes 

 
As células estromais mesenquimais (MSC, do inglês “mesenchymal stromal 

cells”) constituem uma população heterogênea de células progenitoras multipotentes 

com propriedades imunomoduladoras e regenerativas. Essas células foram 

originalmente isoladas a partir da medula óssea de roedores como uma população de 

células aderentes com morfologia fibroblastoide, identificadas como células 

precursoras osteogênicas e posteriormente como componentes essenciais na 

manutenção do nicho de células-tronco hematopoéticas (Friedenstein et al., 1970; 

Owen and Friedenstein, 1988). Atualmente, sabe-se que essas células se encontram 

no estroma de todos os tecidos adultos, possivelmente com localização perivascular, 

e contribuem fundamentalmente em processos de homeostase, regeneração e reparo 

tecidual (Mendez-Ferrer et al., 2010; Le Blanc and Mougiakakos, 2012; Frenette et al., 

2013; Anthony and Link, 2014; Wang et al., 2014).   

Devido a sua capacidade de aderência ao plástico (poliestireno, superfície: TC 

(Tissue Culture) padrão para células aderentes), as MSC podem ser facilmente 

isoladas e expandidas a partir de uma variedade de tecidos além da medula óssea, 

como tecido adiposo, polpa dentária e tecidos fetais como cordão umbilical, sangue 

de cordão umbilical, placenta apesar de sua baixa frequência (Le Blanc and 

Mougiakakos, 2012). Na medula óssea, sua frequência é estimada em cerca 0,001%-

0,01%, por exemplo. As MSC apresentam multipotencialidade, ou seja, capacidade 

de se diferenciar em diferentes tipos celulares especialmente da linhagem 

mesodérmica, sob condições de cultivo definidas in vitro e in vivo de maneira mais 

limitada do que se acreditava inicialmente.  Embora tenham caraterísticas 

morfológicas e imunofenotípicas, populações de MSC isoladas de diferentes tecidos 

apresentam diferentes graus de plasticidade e de autorrenovação (Parekkadan and 

Milwid, 2010; Bernardo and Fibbe, 2013).  

Devido à heterogeneidade dessas populações, diante das diferentes fontes, 

doadores e protocolos de cultivo, e a falta de marcadores específicos, critérios 

mínimos de definição a fim da caracterização mais uniforme dessas células foram 

estabelecidos pela Sociedade Internatinal de Terapia Gênica e Celular (Dominici et 
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al., 2006). Além da capacidade de aderência ao plástico e do potencial de 

diferenciação adipogênica, condrogênica e osteogênica, essas células devem 

apresentar expressão dos marcadores de superfície CD90, CD73 e CD105, e 

ausência ou baixa expressão de marcadores das linhagens hematopoética e 

endotelial, CD34, CD45, CD14 ou CD11b e CD31, e HLA-DR (Le Blanc and 

Mougiakakos, 2012). As MSC também expressam baixos níveis de MHC de classe I 

e não expressam MHC de classe II e moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 e 

CD86) em condições de homeostase, e foram anteriormente consideradas 

hipoimunogênicas. No entanto, estudos clínicos mais recentes avaliando o perfil 

imunológico de pacientes submetidos ao transplante com MSC, já descreveram a 

geração de aloanticorpos, no entanto, sem correlação com a segurança, sendo 

consideradas relativamente seguras para transplantes alogênicos (Torre et al., 2021). 

As MSC têm ainda mecanismos de evasão imunológica importantes no contexto de 

transplante alogênico, como a capacidade em suprimir ativação de células T e a 

maturação de células apresentadoras de antígenos (APC) (Ankrum et al., 2014; 

Klimczak and Kozlowska, 2016). 

Apesar da diversidade dessas populações, existe um consenso de que essas 

células compartilham propriedades imunomoduladoras, regenerativas, anti-

apoptóticas, anti-fibróticas e angiogênicas (Le Blanc and Davies, 2018). Assim, nos 

últimos anos, as MSC têm sido extensivamente estudadas acerca do seu potencial 

terapêutico para uma variedade de doenças imunológicas, inflamatórias e 

degenerativas, como esclerose múltipla, doença do enxerto contra hospedeiro, 

doença de Crohn, condições cardiovasculares, como enfarte do miocárdio e isquemia.  

As propriedades das MSC são mediadas tanto por contato célula-célula, 

mecanismo importante para o efeito anti-apoptótico e modulação da matriz 

extracelular, como pelo efeito parácrino através do seu secretoma, que inclui uma 

variedade de fatores solúveis, como fatores de crescimento e citocinas, além de 

microvesículas extracelulares envolvidas na transferência de proteínas/peptídeos, 

mRNA e miRNAs para células-alvo. Dessa forma, as MSC podem ser consideradas o 

próprio “produto”, no contexto de transplantes alogênicos e autólogos, ou uma 

“biofábrica” de vesículas/ exossomos e moléculas bioativas (Galipeau et al., 2016; 

Konala et al., 2016; Marote et al., 2016). 

Atualmente, acredita-se que os efeitos terapêuticos das MSC são mediados 

principalmente pelo seu secretoma, uma vez que em resposta a uma combinação de 
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moléculas presentes no microambiente inflamado, essas células sofrem um processo 

de ativação ou “licenciamento” adquirindo um fenótipo anti-inflamatório e produzem 

grandes quantidades de fatores imunomoduladores, fatores de crescimento e 

quimioatraentes específicos (Wang et al., 2014), sendo capazes de modular 

significativamente células imunes inatas e adaptativas (Cagliani et al., 2017).  

 

1.2. Mecanismos imunomoduladores das MSC 

 
Embora ainda não esteja totalmente claro sobre quais fatores desencadeiam e 

determinam a heterogeneidade dos mecanismos envolvidos, várias moléculas têm 

sido implicadas nos processos de imunomodulação e regeneração mediados pelas 

MSC, tais como indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO), fator derivado de estroma-1 

(SDF-1), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento 

transformador-β (TGF-β), fator de crescimento de hepatócito (HGF), prostaglandina 

E-2 (PGE-2), hemoxigenase-1 (HO), fator inibidor de leucemia (LIF), antígeno 

leucocitário humano-G (HLA-G), proteína do gene 6 estimulada por TNF (TSG-6), 

entre outras diversas citocinas/quimiocinas, como IL-8, quimioatraente importante de 

neutrófilos e CCL2, para monócitos, entre outras (Najar et al., 2016; Cagliani et al., 

2017; Chinnadurai et al., 2018). 

Assim, as MSC também são capazes de modular o microambiente por induzir 

células imunes a secretar fatores anti-inflamatórios ou expressarem moléculas de 

superfície com propriedades imunossupressoras, como PD-L1 e FasL. A secreção de 

fatores, especialmente TGF-β e PGE-2, pelas MSC induz a diferenciação e expansão 

de subpopulações de fenótipo imunorregulador, tais como subpopulações de células 

T CD4+CD25highFOXP3+ e CD8+CD28− T, células B reguladoras, células dendríticas 

e macrófagos M2, produtoras de IL-10  (Bouchlaka et al., 2017), levando a um estado 

tolerogênico, ou seja, não-reatividade imunológica. As MSC ainda são capazes de 

influenciar a diferenciação Th1, Th2 e Th17 (Algeri et al., 2015; Najar et al., 2016; 

Markov et al., 2021; Qian et al., 2021).  

Após estímulo inflamatório, especialmente por IFN-γ, MSC humanas 

expressam altos níveis da enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), uma molécula 

chave na supressão de células T através da depleção do aminoácido essencial 

triptofano e geração de metabólitos pela via quinurenina, gerando uma resposta de 
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estresse via quinase GCN2 que induz parada no ciclo celular e apoptose (Munn et al., 

2005; Munn and Mellor, 2013; Chinnadurai et al., 2014). Além disso, a ativação da via 

GCN2 a partir de IDO em células T CD4+CD25- naive induz expressão de Foxp3 de 

maneira dependente de TGF-β (Fallarino et al., 2006; Chen et al., 2008; Chung et al., 

2009). Diversos trabalhos identificaram a atividade enzimática de IDO como um dos 

principais mecanismos imunossupressores em MSC humanas (Shi et al., 2018; 

Burnham et al., 2020), e tem sido sugerido que a variabilidade das MSC de diferentes 

doadores quanto à capacidade de supressão de células T está correlacionado ao nível 

de expressão de IDO. Além disso, IDO expressa por MSC também é capaz de 

influenciar a diferenciação de monócitos em macrófagos imunossupressores M2 

produtores de IL-10 (Francois et al., 2012). A partir de IDO e PGE-2, MSC suprimem 

a ativação de células NK, inibindo a expressão dos receptores de ativação NKp30, 

NKp44 e NKG2D na superfície dessas células, assim como inibe suas funções 

efetoras, como produção de citocinas e atividade citotóxica (Spaggiari et al., 2008).  

Rovira e colaboradores (2016) demonstraram que a indução de expressão de 

IDO em MSC humanas após licenciamento com citocinas in vitro está correlacionado 

com o aumento da acetilação de H3K9 (histona H3 lisina 9) no promotor IDO1, 

demonstrando o envolvimento com remodelação da cromatina. Curiosamente, essas 

alterações foram mantidas após criopreservação, e após uma reexposição com 

citocinas as MSC foram capazes de acumular altos níveis de mRNA de IDO em curto 

período de tempo (Rovira Gonzalez et al., 2016). Bottcher e colaboradores 

demonstraram que a depleção de triptofano induzida por IDO perturba a sinalização 

por mTOR, diminuindo glicólise, promovendo autofagia e induzindo a geração de 

células T de memória (Bottcher et al., 2016). Por outro lado, MSC murinas induzem 

supressão principalmente pela expressão de óxido nítrico sintase induzível (iNOS), 

levando à produção de grandes quantidades de óxido nítrico, envolvido na supressão 

da fosforilação de STAT5 e proliferação de células T. A expressão de iNOS também 

ocorre em resposta ao estímulo inflamatório pela combinação dos fatores TNF-α, IL-

1(α ou kg2d) ou IFN-γ (Ren et al., 2008; Shi et al., 2012). 

Diversos estudos demonstraram que MSC administradas por infusão 

intravenosa são aprisionadas na microvasculatura pulmonar e sofrem apoptose 

rapidamente. No entanto, torna-se cada vez mais evidente que este processo de 

clearance das MSC apoptóticas modula respostas imunes e é importante para seus 

efeitos terapêuticos (De Witte et al., 2018; Preda et al., 2021). Witte e colaboradores 
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(2018) demonstraram que UC-MSC administradas por via intravenosa em 

camundongos foram rapidamente fagocitadas por macrófagos que adquirem fenótipo 

anti-inflamatório (De Witte et al., 2018).  

Em estudo realizado com modelo murino de doença do enxerto versus 

hospedeiro (do inglês, graft-versus-host disease, GvHD) foi demonstrado que após 

infusão, as MSC sofrem apoptose por células citotóxicas e são eferocitadas por 

fagócitos, que são então induzidos a produzir IDO. Pacientes com GvHD que 

apresentavam alta atividade citotóxica contra MSC responderam mais efetivamente à 

infusão, demonstrando ser este um mecanismo fundamental para imunossupressão 

induzida por MSC (Galleu et al., 2017). Monócitos cultivados com MSC apoptóticas 

efetivamente foram capazes de inibir a proliferação de células T após estímulo 

CD3/CD28. O efeito imunossupressor foi relacionado com aumento da expressão de 

IDO, PGE-2 e IL-10. A inibição de COX-2 nos monócitos, mediador chave na síntese 

de PGE-2, não interferiu na eferocitose das MSC apoptóticas, no entanto, foi suficiente 

para prevenir a indução de IDO, PD-L1 e IL-10, reduzindo significativamente a 

atividade imunossupressora desses monócitos sobre células T. Pacientes com GvHD 

que apresentaram melhor resposta clínica também apresentaram maiores níveis 

plasmáticos de PGE-2 (Cheung et al., 2019).  

Assim como IDO, a síntese de PGE-2 também é induzida nas MSC após 

estímulos inflamatórios, tais como com as citocinas IL-1β, IL-6, IFN-γ e TNF-α. PGE-

2 é um mediador lipídico derivado do ácido araquidônico que tem sua síntese regulada 

por ciclooxigenases e possui potentes propriedades imunomoduladoras (Burnham et 

al., 2020). Muitos estudos têm demonstrado que o potencial terapêutico de MSC é 

dependente de PGE-2 (Németh et al., 2009; Mao et al., 2015). Por meio de ensaios in 

vitro e in vivo, Németh e colaboradores demonstraram que MSC derivadas de medula 

óssea foram capazes de atenuar a sepse por meio da reprogramação de macrófagos 

pela secreção de PGE-2, que atua através dos receptores EP2 e EP4 nos macrófagos, 

induzindo diferenciação dos mesmos em perfil de M2 produtores de IL-10 (Németh et 

al., 2009). O estudo conduzido por Chen e colaboradores (2010) demonstrou que a 

inibição da síntese de PGE-2 diminuiu significativamente o efeito imunossupressor de 

MSC derivadas de cordão umbilical sobre PBMC, enquanto a neutralização de TGF-

β e IDO teve poucos efeitos (Chen et al., 2010). Um estudo posterior também 

demonstrou que UC-MSC transfectadas para superexpressar COX-2 apresentaram 

efeitos imunomoduladores mais potentes em ensaios in vitro que MSC controles ou 
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superexpressando IDO1, sendo capazes de inibir significativamente a síntese de TNF-

α e IFN-γ por linfócitos. O aumento da expressão de COX-2 também induziu maior 

expressão de genes imunomoduladores nas MSC, tais como IDO, TGF-β, HLA-G5, 

IL-10, HO e TSG-6 (Li et al., 2015). 

A infusão de MSC diminuiu a apoptose e induziu a proliferação de hepatócitos 

atenuando a insuficiência hepática aguda em modelo experimental a partir da 

secreção de PGE-2. A regeneração hepática induzida pelas MSC foi relacionada ao 

aumento da expressão de e genes e proteínas YAP1 (Yes-associated protein), 

importantes no desenvolvimento e regeneração do fígado, que foi diminuída quando 

a secreção de PGE-2 foi inibida nas MSC (Liu et al., 2019).   

Em um estudo recente, Wang e colaboradores (2021) demonstraram que a 

administração de MSC suprimiu a ativação do inflamassoma NLRP3 em macrófagos 

do fígado através da inibição da via de sinalização TAK1 (TGF-β-activated kinase 1)-

NF-κB, melhorando a inflamação em modelo de insuficiência hepática aguda via 

secreção de PGE-2, uma vez que MSC deficientes em COX-2 não apresentaram o 

mesmo efeito. Além disso, estes autores demostraram que as MSC induziram 

polarização de macrófagos M2 no fígado, evidenciado pelo aumento da expressão de 

mRNA dos marcadores Arg1, Mgl1, Mgl2 e Yml nos macrófagos, acompanhado do 

aumento dos níveis séricos de IL-10. A inibição de EPI-4, receptor de PGE-2, reduziu 

de maneira significativa os efeitos das MSC em atenuar a inflamação e na polarização 

de macrófagos (Wang et al., 2021). O trabalho de Kota et al. também correlacionou o 

potencial terapêutico de MSC com a secreção de PGE-2 em modelo de traumatismo 

craniano. A supressão da expressão de COX-2 prejudicou significativamente a 

capacidade de BM-MSC em inibir a neuroinflamação, enquanto a supressão de IDO 

não afetou o efeito das MSC (Kota et al., 2017).  

Outros mecanismos importantes aparentemente independentes de IDO e PGE-

2 têm sido descritos. MSC expressam isoformas solúveis de HLA-G que são 

moléculas imunossupressoras (Selmani et al., 2008; Ding et al., 2016). A expressão 

de HLA-G5 ocorre constitutivamente à baixos níveis em MSC e pode ser aumentada 

por estímulos inflamatórios e após contato com células T ativadas. A expressão de 

HLA-G5 por MSC inibe a secreção de IFN-γ e atividade citolítica de células NK. A 

neutralização de HLA-G5 demonstrou que esta molécula contribui para a supressão 

da proliferação de células T em reação mista de linfócitos e expansão de células T 

CD4+CD25highFOXP3+ (Selmani et al., 2008).  A neutralização de HLA-G5 também 
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inibiu parcialmente a capacidade de UC-MSC em aumentar a frequência de células 

Treg a partir de PBMC de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico in vitro (Chen et 

al., 2017). 

Chinnadurai e colaboradores demonstraram MSC licenciadas com IFN-γ 

inibem a proliferação e função efetora de células T através da expressão de B7H1/ 

PD-L1 e B7DC/ PD-L2, de maneira independente de IDO (Chinnadurai et al., 2014). 

Também foi demonstrado que a secreção de PD-L1 e PD-L2 solúvel por MSC após 

exposição à IFN-γ e TNF-α suprime a ativação de células T CD4+, inibe a fosforilação 

de AKT e a secreção de IL-2, induzindo hiporresponsividade e morte celular (Davies 

et al., 2017). Lavini-Ramos e colaboradores demonstraram que MMP9 tem um papel 

central na integração de vias envolvidas na imunossupressão, estando correlacionada 

ao aumento da expressão de CCL22, TNF-α, FasL, RUNX3 e SEMAD4 em MSC de 

perfil altamente supressor e aumento da expressão de CCR4, IL-4, TBX21, entre 

outras moléculas, em células T (Lavini-Ramos et al., 2017). Experimentos de cultivo 

de MSC com linfócitos demonstraram um aumento da expressão de CD39 e 

consequente da secreção de adenosina, molécula imunossupressora, pelas MSC e 

também por CD39+CD73+ Tregs em experimentos de co-cultivo, revelando outro 

importante mecanismo imunorregulador das MSC (Saldanha-Araujo et al., 2011). 

Diversos estudos têm demonstrado que MSC apresentam importantes 

propriedades antimicrobianas, mediadas por mecanismos de contato e pela secreção 

de peptídeos e proteínas antimicrobianos (AMPs) solúveis ou encapsulados por 

vesículas extracelulares. As MSC aumentam o clearance das bactérias em modelos 

pré-clínicos de sepse, síndrome respiratória aguda e infecções relacionadas a fibrose 

cística (Alcayaga-Miranda et al., 2017). Os efeitos antivirais dessas células também 

têm sido investigados nos últimos anos, especialmente relacionados a expressão de 

ISGs (do inglês, IFN-stimulated genes) que têm como alvo diferentes estágios do ciclo 

viral. Devido às suas propriedades de reduzir inflamação, promover regeneração 

tecidual, e após infusão facilmente migrarem para os pulmões, houve um rápido 

aumento do número de ensaios clínicos avaliando a eficácia terapêutica das MSC em 

pacientes acometidos pela infecção pelo novo coronavírus SARS-CoV-2 (Rocha et al., 

2020). 

Além das diversas propriedades imunorreguladoras/imunossupressoras, as 

MSC possuem a propriedade de migrar para sítios inflamatórios devido à elevada 

expressão de receptores de quimiocinas, metaloproteinases de matriz (MMPs) e 
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moléculas de adesão, ICAM-1 e VCAM-1, sugerindo assim um papel importante na 

regeneração tecidual, podendo tanto induzir a proliferação e diferenciação de células 

residentes como fibroblastos, células endoteliais e progenitores teciduais a partir da 

produção de fatores solúveis, quanto diferenciarem-se em células mesodérmicas 

funcionais e “substituir” células lesadas, embora de maneira mais limitada in vivo 

(Wang et al., 2014; Markov et al., 2021). 

 

1.3. Mecanismos angiogênicos das MSC 

 

Além das biomoléculas imunossupressoras e imunomoduladoras, o secretoma 

das MSC contém dezenas de fatores pró-angiogênicos, anti-apoptóticos e anti-

fibróticos que auxiliam no reparo de tecidos lesionados (Kehl et al., 2019). Inflamações 

crônicas, infecções estabelecidas e queimaduras severas, por exemplo, levam à 

destruição tecidual prolongada. Nesse contexto, o aporte de oxigênio e nutrientes é 

prejudicado, resultando em isquemia. Dessa forma, angiogênese, a formação de 

novos vasos, é essencial para otimizar a perfusão sanguínea, e consequentemente, 

maximizar o número de células residentes viáveis, conter o processo fibrótico e 

restaurar a função do tecido acometido (Di Pietro et al., 2016; Ho et al., 2017; Kehl et 

al., 2019).  

Kehl e colaboradores (2019) mostraram que as MSC humanas possuem 

potencial angiogênico variável, característica que pode estar relacionada ao seu 

tecido de origem. Após a avaliação do perfil proteômico do meio condicionado de MSC 

isoladas do tecido adiposo, de medula óssea e do cordão umbilical, os autores 

observaram que o meio condicionado das MSC da medula óssea e do cordão umbilical 

apresentam maiores concentrações de fatores pró-angiogênicos e atraem maior 

número de macrófagos (Kehl et al., 2019).  

Vários estudos em modelos animais demonstram que os macrófagos são 

cruciais no remodelamento da matriz extracelular, uma vez que auxiliam na 

degradação da matriz velha e estimulam outros tipos celulares (por exemplo, 

fibroblastos, endoteliócitos, pericitos e células musculares lisas), que em conjunto, 

regeneram o tecido lesionado (Corliss et al., 2016). Nesse sentido, as MSC são 

essenciais para promoverem a expansão de populações celulares que restauram a 

malha tissular, incluindo os macrófagos (Jin et al., 2019).  
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MSC humanas expressam vários genes que codificam moléculas relacionadas 

a mecanismos anti-fibróticos, tais como ADAMTS2, bFGF, COL15A1, COL16A2, 

COL18A1, COL5A3, DPT, ELN, FBLN2, FBLN5, FMOD, HAPLN1, HGF, HTRA1, LOX, 

MFAP2/4, MMPs, NID2 e TIMP2, que juntas coordenam a deposição e organização 

das fibrilas de colágeno, fibronectina e elastina pela atividade dos fibroblastos (Motegi 

& Ishikawa, 2017; Kehl et al., 2019).  

Dentre os genes que codificam fatores pró-angiogênicos e antiapoptóticos 

também expressos pelas MSCs, estão o ANG, ANGPT1, bFGF, CXCL12, EGF, 

ESM1, IGF-1, IL-6, JAG1, LIF, MCP-1, MMP-1, PDGF, PIGF, PTN, STC1, TGF-β (Kehl 

et al., 2019; Maacha et al., 2020).  

 

1.4. MSC humanas de cordão umbilical 

 
Embora as MSC isoladas de medula óssea ainda sejam as mais estudadas e 

exploradas, as MSC derivadas de tecidos neonatais, como placenta (PL-MSC), matriz 

de cordão umbilical (UC-MSC) ou de tecido conjuntivo da mucosa de cordão, 

denominada geléia de Wharton (do inglês, Wharton’s Jelly; WJ-MSC), têm sido cada 

vez mais exploradas para aplicações clínicas pois podem ser facilmente isoladas e 

expandidas em grandes quantidades in vitro. Alguns estudos têm demonstrado que 

MSC isoladas de cordão umbilical (do inglês, umbilical cord derived mesenchymal 

stromal cell; UC-MSC) apresentam uma maior capacidade de proliferação/expansão, 

menor tempo médio de duplicação, maior estabilidade funcional e genética até altas 

passagens, maior potencial de diferenciação quando comparado à MSC isoladas de 

outras fontes, além de serem facilmente disponíveis, pois os procedimentos para 

coleta não são invasivos, seguros  e não oferecem riscos (Hass et al., 2011; El Omar 

et al., 2014; Hoffmann et al., 2017).  

Bárcia e colaboradores avaliaram a imunogenicidade e imunossupressão de 

MSC isoladas de cordão umbilical e medula óssea. Os resultados demonstraram que 

UC-MSC de diferentes doadores consistentemente inibem mais a proliferação de 

linfócitos, quando comparado a BM-MSC, apresentando menor imunogenicidade. UC-

MSC apresentaram maiores níveis de expressão de moléculas imunomoduladoras de 

superfície CD200, CD273, CD274 e das citocinas IL-1β, IL-8, LIF e TGF-β2, e maior 

potencial imunossupressor em modelo experimental de inflamação aguda (Bárcia et 
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al., 2015). WJ-MSC apresentaram maior potencial imununossupressor in vitro quando 

comparadas às BM-MSC, independente de condicionamento com IFN-γ. A análise de 

marcadores de ativação em linfócitos indicou diferentes padrões de expressão quando 

co-cultivados com WJ-MSC ou BM-MSC, e diferentes níveis de expressão das 

moléculas imunomoduladoras IDO, HGF e PGE-2 foram observados entre as MSC 

das duas fontes independentemente ou em resposta ao estímulo com citocina 

inflamatória, demonstrando que a inflamação pode afetar distintamente MSC de 

diferentes fontes (Prasanna et al., 2010).  

Amable et al. também observaram maior potencial proliferativo e maior 

secreção de quimiocinas e fatores de crescimento por WJ-MSC, em comparação com 

AT- e BM-MSC (Amable et al., 2014). Em outro estudo comparativo, WJ-MSC 

apresentaram maiores efeitos supressores em comparação a AT-, PL- e BM-MSC. 

Em relação a genes do sistema imune, as WJ-MSC apresentaram menor expressão 

dos genes do MHC II, TLR4, TLR3, JAG1, NOTCH2 e NOTCH3. As WJ-MSC também 

apresentaram taxa de crescimento mais rápida e maior potencial de diferenciação 

osteogênica (Li et al., 2014). 

Devido a resultados promissores em estudos pré-clínicos (Banerjee et al., 2015; 

Zhang et al., 2017), a segurança e potencial terapêutico das UC-MSC tem sido 

amplamente investigado para uma extensa gama de doenças em estudos clínicos 

desde 2009. Estes estudos demonstram segurança da terapia com UC-MSC 

evidenciada pela ausência de efeitos adversos em longo prazo, de formação de tumor 

ou de rejeição celular. Os estudos revelaram diferentes níveis de eficácia (Can et al., 

2017). 

 

1.5. Autofagia e MSC 

 
A autofagia é o principal processo de reciclagem e degradação lisossomal de 

proteínas e organelas altamente conservado em células eucarióticas e tem um papel 

importante na manutenção da homeostase (Khandia et al., 2019). O processo de 

autofagia pode ocorrer por três vias distintas, diante dos mecanismos de entrega da 

carga citoplasmática aos lisossomos, denominadas macroautofagia (ou 

simplesmente, autofagia), microautofagia ou autofagia mediada por chaperona, sendo 

a primeira a mais estudada em MSC (Khandia et al., 2019). Na autofagia, os 
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componentes são sequestrados em vesículas de membrana dupla, denominados 

autofagossomos, que são formados por um processo de múltiplas etapas direcionado 

a partir dos complexos proteícos ULK, ATG9L, ATG14L (PI (3)K (fosfatidilinositol-3-

OH quinase)), ATG16L1, ATG2-WIPI, o sistema de conjugação ATG12 e LC3. Desta 

forma, os genes relacionados a autofagia (ATG), como Atg7, Atg12, Atg5 e Becn1, 

regulam a maturação do autofagossomo (Shibutani et al., 2015; Riffelmacher et al., 

2018).  

A formação de autofagossomos ocorre a níveis basais em condições de não-

estresse, mas pode ser induzida por diferentes condições de estresse celular, como a 

privação de nutrientes, e pode estar desregulada em muitas condições patológicas, 

como doenças autoimunes, degenerativas e câncer (Hu et al., 2019; Ceccariglia et al., 

2020). Recentemente tem sido proposto que o processo de autofagia pode estar 

associado com as funções das MSC, seja pela modulação da autofagia nessas 

células, alterando diretamente suas funções, seja pelo potencial das MSC em modular 

a autofagia em células imunes, e desta forma, afetando seus efeitos terapêuticos (Hu 

et al., 2019; Ceccariglia et al., 2020). 

MSC apresentaram níveis aumentados de autofagia a partir da regulação 

positiva de BECN1 em resposta ao microambiente inflamatório de fibrose hepática in 

vivo (Wang et al., 2020). No entanto, a inibição da autofagia via silenciamento de 

BECN-1 melhorou o seu efeito anti-fibrótico, que foi relacionado à diminuição da 

infiltração de células inflamatórias, reduzida proliferação e secreção de pro-colágeno 

por células estreladas hepáticas, que são progenitoras de miofibroblastos, e inibição 

da produção de citocinas inflamatórias TNF‐α, IFN‐γ e TGF‐β1, parcialmente mediada 

via secreção de PGE-2 (Wang et al., 2020). Esses resultados corroboraram um estudo 

anterior que demonstrou o mesmo efeito em modelo experimental de encefalomielite 

autoimune (Dang et al., 2014).  

Em contrapartida, no estudo conduzido por Gao e colaboradores (2016), a 

indução da autofagia por rapamicina em MSC aumentou o potencial de inibição da 

proliferação de células TCD4+, associado principalmente ao aumento da secreção de 

TGF-β1 (Gao et al., 2016). O tratamento com rapamicina também aumentou a 

migração de células TCD4+ através da secreção de CXCL8/ IL-8, e a diferenciação de 

células Treg, via secreção de TGF-β1, assim como inibiu linfócitos perfil Th1 e a 

secreção das citocinas IL-17, IFN-γ e IL-2 (Cen et al., 2019). Exossomos derivados de 

BM-MSC de ratos melhoraram a função renal e renovação tecidual com significativo 
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aumento da expressão dos marcadores de autofagia Beclin-1 e LC3-II e diminuição 

da expressão de mTOR em modelo de nefropatia diabética (Ebrahim et al., 2018). 

 Chinnadurai et al. (2015) demonstraram que o tratamento com IFN-γ aumentou 

a capacidade imunossupressora de MSC, que foi acompanhado do aumento da 

expressão de genes associados a indução de autofagia, como BECN-1, ATG12, 

ATG5, ATG16L1, ATG7 e LC3. No entanto, o potencial imunossupressor foi mantido 

quando a autofagia foi inibida (Chinnadurai et al., 2015). Portanto, os resultados da 

literatura são bastante conflitantes até o momento, mas existem fortes evidências 

indicando que o processo de autofagia, ocorrendo nas MSC ou induzido por elas, 

desencadeia mecanismos que estão direto ou indiretamente associados ao maior 

potencial terapêutico dessas células.  

 

1.6. Pré-condicionamento ou “priming” de MSC 

 
Apesar das MSC demonstrarem grande potencial imunossupressor in vitro e 

em modelos pré-clínicos, os resultados em ensaios clínicos ainda são bastante 

conflitantes. Essas discrepâncias podem ser atribuídas, em parte, pela incapacidade 

dessas células de sobreviverem e/ou exercerem suas funções no microambiente 

lesionado/inflamado após serem transplantadas. Nesse sentido, um grande número 

de trabalhos tem buscado diversas estratégias para melhorar funcionalmente e/ou 

aumentar a sobrevivência dessas MSC in vivo, seja pela modificação do meio ou 

condição de cultivo, ou com estimulação pró-inflamatória (pré-condicionamento ou 

priming) (Beegle et al., 2015; De Witte et al., 2015; Klimczak and Kozlowska, 2016; 

Sangiorgi et al., 2016; Saparov et al., 2016; Najar et al., 2017; Najar et al., 2018; 

Noronha et al., 2019) (Figura 1). 

Alguns protocolos de expansão têm demonstrado que o condicionamento com 

hipóxia aumenta a proliferação e secreção de diversos fatores solúveis pelas MSC 

(De Witte et al., 2015; Zhilai et al., 2016). Vale ressaltar que a tensão de oxigênio nos 

tecidos raramente excede 5-7%, fazendo com que a expansão em ambientes com 

altos teores de oxigênio leve a uma necessária adaptação e, possivelmente, ao 

estresse celular, e uma posterior readaptação quando elas são transplantadas 

(Lavrentieva et al., 2010). Alguns estudos já evidenciaram que os elevados níveis 

ambientais de O2 podem levar à senescência precoce, extensão do tempo de 
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duplicação da população e dano ao DNA (Fehrer et al., 2007; Leroux et al., 2010; Tsai 

et al., 2011; Estrada et al., 2012; Haque et al., 2013; Betous et al., 2017). 

Nesse contexto, diversos trabalhos já demonstraram que MSC cultivadas em 

hipóxia, mimetizando assim suas condições de teor de oxigênio tecidual in vivo, 

apresentam maior potencial angiogênico e regenerativo (Leroux et al., 2010). A 

exposição de MSC à hipóxia induz mecanismos anti-apoptóticos, através da 

fosforilação de AKT e BAD, e aumento de expressão de BCL-XL e BAG1, além de 

maior secreção de VEGF (Bader et al., 2015). 

UC-MSC cultivadas em hipóxia apresentaram reduzido consumo de oxigênio, 

maior capacidade proliferativa, reduzida ou ausência de apoptose celular, indução de 

HIF1α (fator induzido por hipóxia-1), e elevação da expressão dos genes PDK-1, 

GLUT-1 e LDH (associados ao metabolismo energético) e redução da respiração 

mitocondrial (Lavrentieva et al., 2010). Além disso, essas células apresentam 

consequente aumento do consumo de glicose, uma menor produção de espécies 

reativas de oxigênio, com isso, menores taxas de encurtamento telomérico e 

estadiamento da senescência celular (Lavrentieva et al., 2010). Além disso, MSC 

isoladas de placenta quando submetidas à hipóxia, aumentam a expressão de 

diversas moléculas de adesão e apresentam maior potencial angiogênico in vitro 

(Mathew et al., 2017). Além disso, essas células ainda apresentam aumento da 

expressão de GLUT-2 e secreção de insulina, essencial para a mediação do 

transporte de glicose necessário para processos regenerativos (Mathew et al., 2017). 

Alguns trabalhos já demonstraram que o aumento de HIF1α também está associado 

à maior expressão de receptores de quimiocinas, como CXCR4, CXCR7 e CX3CR1, 

facilitando assim a migração de MSC transplantadas para o sítio alvo (Haque et al., 

2013). 
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Figura 1. Representação esquemática das abordagens de pré-condicionamento/priming de MSC 
mais utilizadas. (A) citocinas ou fatores de crescimento, (B) agentes químicos/fármacos, (C) hipóxia 
e (D) culturas 3D. Alguns dos mecanismos de efeitos conhecidos para cada estratégia de 
condicionamento estão citados em retângulos com linhas retas (para moléculas secretadas) e com 
linhas pontilhadas (para genes expressos). Os principais efeitos (angiogênico, sobrevivência, migração, 
imunossupressor, imunomodulador) desencadeados pelas abordagens de condicionamento estão 
mostrados nos retângulos em amarelo. Fonte: modificado de Noronha et al. (2019). 

 

Por outro lado, diversos trabalhos demonstraram o efeito do condicionamento 

de MSC com citocinas pró-inflamatórias, tais como IFN-γ, TNF-α e IL-1β, pelo 

aumento do potencial imunossupressor, maior secreção de diversos fatores (tais como 

IDO e PGE-2), e maior inibição de proliferação de células T CD4+, T CD8+ e NK. 

Interessantemente, Chinnadurai e colaboradores demonstraram que o licenciamento 

com IFNγ pode reestabelecer as propriedades imunossupressoras de MSC 

senescentes, através da ativação de genes reguladores, incluindo IDO (Chinnadurai 

et al., 2017). No entanto, o licenciamento de MSC com essas citocinas também induz 
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a alta expressão de moléculas MHC (I e II) e co-estimuladoras (De Witte et al., 2015; 

Saparov et al., 2016). 

Nesse cenário, o pré-condicionamento com interleucina-17 (IL-17) tem 

demonstrado resultados interessantes. A IL-17 (ou IL-17A) é a mais amplamente 

estudada dentre os seis membros da família de interleucinas IL-17 atualmente 

descritos (IL-17A - F), é predominantemente secretada por células Th17, mas também 

em pequenas quantidades por células T CD8+, células B e células estromais, incluindo 

MSC (Gaffen, 2009; Mojsilovic et al., 2015). Apesar disso, ainda existem poucos 

dados disponíveis sobre a influência da IL-17 nos processos de proliferação, 

diferenciação e função das MSC. 

  A IL-17 é expressa em resposta a citocinas, tais como TGF-β, IL-1, IL-6, IL-21 

e IL-23, através da ativação de fatores de transcrição RORγt e STAT3 (Gaffen, 2009; 

Han et al., 2014; Mojsilovic et al., 2015). A sinalização via IL-17 induz a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, fatores de crescimento, enzimas de 

remodelamento tecidual, além de outros mediadores pelas células-alvo. Desta forma, 

a via de sinalização da IL_17 é efetivamente importante em processos fisiológicos, 

particularmente na homeostasia do metabolismo ósseo e hematopoético (Mojsilovic 

et al., 2015; Ono et al., 2016), bem como na patogênese de várias doenças 

autoimunes e inflamatórias. 

Alguns trabalhos demonstraram que a IL-17 aumenta a proliferação de BM-

MSC humanas e murinas de uma maneira dose-dependente (Huang et al., 2006; 

Huang et al., 2009; Mojsilovic et al., 2015). Em BM-MSC humanas, esse efeito foi 

dependente da geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) a partir da ativação 

da via MAPK/ERK por meio de ACT-1 (molécula adaptadora) e TRAF-6 [(TNF) 

receptor-associated factor 6]. O mesmo trabalho demonstrou que a IL-17 induziu 

maior migração, motilidade e diferenciação osteoblástica nas BM-MSC. IL-17 também 

induziu a expressão de M-CSF e RANKL nas BM-MSCs, estimulando assim a 

osteoclastogênese in vitro e in vivo (Huang et al., 2009). Em contrapartida, Osta et al. 

(2014) observaram que IL-17 pode induzir a formação de matriz óssea em BM-MSC 

somente em combinação com TNF-α, no entanto com significativa diminuição da 

expressão de RANKL (Osta et al., 2014). 

IL-17 pode aumentar a produção de leptina em BM-MSC, que inibe 

adipogênese e promove osteogênese via JAK/STAT (Noh, 2012). Além da inibição da 

diferenciação adipogênica de maneira dose-dependente, observou-se aumento a 
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expressão de mRNA e secreção de IL-6 e IL-8 durante o processo de diferenciação, 

assim como aumento da expressão de COX-2 e dos níveis de PGE-2 em adipócitos 

diferenciados a partir de BM-MSC com o tratamento com IL-17 (Shin et al., 2009). No 

entanto, a diferenciação osteogênica foi suprimida em MSC murinas por IL-17, via IkB 

quinase e NFkB (Chang et al., 2013). Em outro trabalho, a IL-17 não afetou o potencial 

de diferenciação de BM-MSC de camundongos (Mojsilovic et al., 2011).  

Ono e colaboradores (2016) demonstraram que uma subpopulação de células 

T inatas, definidas como T γδ que se encontram distribuídas principalmente nos 

tecidos periféricos, promovem a formação e regeneração óssea através da expressão 

de IL-17A, acelerando a formação óssea estimulando a proliferação e diferenciação 

de células progenitoras mesenquimais IL-17A+. Camundongos deficientes em IL-17A 

apresentaram formação óssea osteoblástica prejudicada (Ono et al., 2016), sugerindo 

importante papel da IL-17 na regeneração óssea induzida em parte por progenitores 

mesenquimais teciduais. 

Por outro lado, Kondo e colaboradores mostraram que a IL-17 inibe a 

diferenciação condrogênica em MSC humanas através da supressão de proteína 

quinase A (PKA) e consequente diminuição da fosforilação de SOX9, fator de 

transcrição envolvido na condrogênese (Kondo et al., 2013).  

Foi demonstrado que em MSC derivadas de medula óssea e tecido adiposo de 

camundongos, que a IL-17 pode atuar em sinergismo com TNF-α e IFN-γ, 

promovendo maior imunossupressão de células T via produção de iNOS. Essas MSC 

tratadas com essa combinação de citocinas também foram capazes de reduzir a 

inflamação e a lesão tecidual em modelo murino de hepatite, também de maneira 

dependente de iNOS (Han et al., 2014). 

Em 2015, Sivanathan e colaboradores demonstraram que MSC humanas 

derivadas de medula óssea condicionadas com IL-17, mantiveram imunofenótipo, 

morfologia e níveis de expressão de MHC classe I comparáveis às MSC não tratadas, 

além de não apresentarem aumento da expressão de MHC II e moléculas co-

estimuladoras, mantendo assim um fenótipo hipoimunogênico. Além disso, as MSC 

condicionadas com IL-17 apresentaram maior potencial imunossupressor de células 

T ativadas, atribuído ao aumento da expressão de IL-6 e não de IDO, COX-2 e TGF-

β. Neste trabalho, as MSC inibiram a expressão de CD25+ e secreção de citocinas de 

perfil Th1 (como TNF-α, IFN-γ e IL-2) em células T, e foram capazes de induzir células 

iTreg (Sivanathan et al., 2015). Em trabalho subsequente, o mesmo grupo identificou 
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67 genes diferentemente expressos entre as células MSC tratadas com IL-17 e MSC 

não tratadas, genes principalmente associados à migração e resposta quimiostática, 

sendo os genes que codificam MMP1, MMP13 e CXCL6, altamente expressos nas 

MSC condicionadas a IL-17 (Sivanathan et al., 2017). 

Krstić et al. mostraram que o pré-condionamento com IL-17 aumentou a 

migração e mobilização de MSC derivadas de sangue periférico em ensaio de 

cicatrização de ferida e gel de colágeno. Concomitantemente, induziu maior 

expressão de ativador de plasminogênio do tipo uroquinase (uPA), envolvida na 

migração celular pela clivagem de plasmina, protease que decompõe diretamente 

componentes da matriz extracelular. Além disso, IL-17 aumentou a adesão das MSC 

a células endoteliais, bem como migração transendotelial, sugerindo que esta citocina 

pode contribuir para migração de MSC para tecidos lesados e regeneração tecidual 

(Krstić et al., 2015). 

Recentemente, Du-Rocher et al. (2020) identificaram a partir da análise de 

expressão global de mRNA (Chip Array) de MSC co-cultivadas com linfócitos ativados, 

as vias de sinalização de IFN-γ e IL-17 como as duas principais vias envolvidas no 

processo de imunossupressão. IL-17 não melhorou diretamente a imunossupressão 

mediada pelas MSC, mas desencadeou maior migração de MSC (Du-Rocher et al., 

2020), corroborando com o trabalho citado anteriormente. 

 

 

1.7. Expansão de MSC em biorreatores 

 
Devido à baixa frequência das MSC nos tecidos e necessidade de altas doses 

para infusão nos diversos contextos terapêuticos (1-100 milhões de células/Kg 

paciente), torna-se essencial a padronização de bioprocessos e tecnologias para 

expansão em níveis escalonáveis, reprodutíveis e seguros, que possibilitem obtenção 

de grandes quantidades de células com qualidade terapêutica e ainda com menor 

custo. Diversas abordagens e tecnologias têm sido testadas e empregadas nesse 

sentido, sendo que os biorreatores oferecem vantagens consideráveis, como o 

controle e monitoramento de todo o processo, segurança e escalonabilidade. 

Em 2013, foi demonstrado pela primeira vez que o cultivo de BM-MSC humanas 

em biorreator de tanque agitado, com um volume de trabalho de 2,5L e usando 
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microcarregador de plástico (poliestireno reticulado) não-poroso que permite o 

ancoramento das células, resultou em 1,7x105 células/mL em 12 dias de cultivo, uma 

expansão de cerca de 6 vezes, equivalente a 65 frascos T de 175 cm2 (Rafiq et al., 

2013). 

Além da necessidade de bioprocessos escalonáveis, há um crescente interesse 

para o estabelecimento de protocolos de expansão livres de xenoantígenos, uma vez 

que o soro fetal bovino, o suplemento mais amplamente utilizado em protocolos de 

isolamento e expansão celular, apresenta altas concentrações de proteínas 

xenogênicas que podem levar a reações imunológicas, além de maior risco de 

contaminação (vírus, endotoxinas), variação lote a lote e questões éticas (Santos et 

al., 2011; Dos Santos et al., 2014). Alguns estudos desenvolvidos nos últimos anos 

pelo nosso grupo de pesquisa (Centro de Terapia Celular, CTC) com propostas de 

escalonamento já demonstraram bons resultados (Caruso et al., 2014; Mizukami et 

al., 2016; Dos Santos et al., 2017; Tozetti et al., 2017).  

Mizukami e colaboradores estabeleceram um processo de expansão de UC-

MSC em biorreator de tanque agitado usando microcarregadores macroporosos 

revestidos com gelatina (Cultispher®S) em meio livre de soro (serum-free), e em 

apenas quatro dias de cultivo obtiveram uma expansão de 7,5 vezes. Além disso, 

essas células mantiveram potencial imunossupressor e de diferenciação (Mizukami et 

al., 2016). Mais recentemente, Tozetti e colaboradores, demonstraram ainda que as 

UC-MSC cultivadas em biorreator de tanque agitado em meio suplementado com soro 

AB humano, apresentaram menor consumo de glicose e menor formação de lactato 

quando comparado ao cultivo em frascos spinner, no entanto com baixa recuperação 

celular, que foi atribuída ao estresse de cisalhamento hidrodinâmico (Tozetti et al., 

2017). 

Em protocolo semelhante, porém usando meio comercial livre de 

xenoantígenos, Santos e colaboradores, demonstraram que MSC de duas fontes 

distintas, medula óssea e tecido adiposo, foram facilmente expandidas em biorreator 

de tanque agitado, alcançando quantidades clinicamente significativas em apenas 07 

dias com um volume de trabalho de 800 mL e sob diferentes condições de saturação 

de O2 (4% e 2%). Ambas MSC mantiveram potencial de proliferação e diferenciação, 

assim como imunofenótipo e metabolismo semelhantes (Dos Santos et al., 2014). 

Egger e colaboradores demonstraram que MSC humanas derivadas de tecido adiposo 

expandidas em biorreator de tanque agitado sob condição de hipóxia (5% DO) na 
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forma de agregados tridimensionais (esferoides), apresentaram aumento da 

proliferação e da atividade glicolítica, além de manterem imunofenótipo e potencial de 

multidiferenciação (Egger et al., 2017). Recentemente, usando o mesmo sistema de 

mini-biorreator de tanque agitado, Moreira et al. (2020) alcançaram uma densidade 

máxima de 2,7±0,4 x105 células/mL após 7 dias de cultivo de AT-MSC usando 

microcarregadores de plástico (não especificado) (SoloHill) a uma concentração de 

20g/L e soro AB humano (Moreira et al., 2020) 
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8. CONCLUSÃO 
 

Neste estudo estabelecemos um novo protocolo de expansão de UC-MSC em 

sistema de cultivo 3D em biorreator de tanque agitado, escalonável e livre de 

xenoantígenos, durante o qual as células podem ser pré-condicionadas com hipóxia, 

citocinas, fatores de crescimento, fármacos, dentre outros.  Nossa hipótese de que as 

UC-MSC expandidas e pré-condicionadas com hipóxia e/ou IL-17 em cultivo 3D 

apresentariam maior potencial imunossupressor e/ou angiogênico in vitro do que 

células sem pré-condicionamento, foi parcialmente confirmada.  

Mostramos que o pré-condicionamento das UC-MSC com cultivo 3D e hipóxia 

aumentou significativamente o potencial angiogênico parácrino in vitro das células, o 

que foi associado ao aumento da secreção de VEGF. O pré-condicionamento com IL-

17/normóxia diminuiu significativamente o potencial angiogênico das UC-MSC in vitro, 

comparado às outras condições. No entanto, resultados revelaram um possível 

mecanismo imunossupressor via CD147, ainda não descrito, que foi estimulado pelo 

pré-condicionamento das UC-MSC com IL-17/normóxia. 
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10. ANEXOS 
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10.2. Anexo II 
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10.3. Anexo III 
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