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RESUMO 

GONÇALVES, C. E. S. Avaliação dos Efeitos Modulatórios da Hematopoese no 

Envelhecimento: Papel das Células Tronco Mesenquimais Medulares. 2022. 111p. 

Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, 

2022. 

 

O envelhecimento é um processo fisiológico que traz consigo uma série de alterações no 

organismo que se estendem até o nível molecular. Diante disto, este é um processo complexo 

que afeta diversos tecidos, sendo um deles o hematopoético, local onde, através de interações 

da Célula Tronco Hematopoética (CTH) com o ambiente ao seu redor, incluindo a Célula 

Tronco Mesenquimal (CTM), ocorre a hematopoese. Embora já sejam descritas na literatura 

algumas alterações na medula óssea consequentes do envelhecimento, os mecanismos por trás 

de tais mudanças permanecem elusivas, principalmente no âmbito das interações celulares 

ocorrentes na medula óssea. Portanto, este trabalho buscou investigar como o envelhecimento 

afeta a regulação hematopoética no contexto de sua relação com as CTM medulares. Para esta 

pesquisa, foram utilizados camundongos machos isogênicos da linhagem C57BL/6, dividindo-

os em grupos conforme sua idade: jovens (3 – 5 meses) e idosos (18 – 19 meses). Foi realizada 

a caracterização do modelo através de aspectos físicos como consumo proteico, variação de 

peso, entre outros, seguido de avaliação bioquímica e hematológica. Adicionalmente, foram 

coletadas células medulares e, posteriormente, realizado o isolamento das CTMs. Para estudar 

a relação destas células com a hematopoese, foram realizados ensaios in vitro utilizando a 

linhagem celular leucêmica C1498 (TIB-49, ATCC) mantidas em contato com o 

sobrenadante das CTMs isoladas. Quanto aos parâmetros bioquímicos, os animais idosos 

apresentaram menores níveis de albumina, aspartato alanina transferase (ALT) e de 

triglicerídeos quando comparados aos animais jovens. Contrariamente, os animais idosos 

apresentaram um maior nível de colesterol. Na avaliação hematológica, foi constatado pelo 

hemograma que os animais idosos apresentaram valores comparáveis aos animais jovens, 

todavia, o mielograma mostrou menor celularidade geral, seguido de menor número de células 

da linhagem eritroide e maior número de precursores granulocíticos. Através da 

imunofenotipagem, foi revelado um maior número de CTHs e de precursores grânulos-

monocíticos na medula de animais idosos quando comparado aos jovens, e uma menor 

frequência de progenitores linfoides. Na imunofenotipagem de sangue periférico de animais 

idosos houve uma redução no número de linfócitos B e de eritrócitos, e aumento na população 

de células natural killers. Na imunofenotipagem de CTMs, o marcador CD73 apresentou menor 

expressão nos animais idosos. Avaliando o secretoma destas células estromais, foram 

encontrados no sobrenadante de CTMs de animais idosos aumentos significativos nas 

concentrações de CXCL12 e SCF e redução de IL-11. No âmbito molecular, as CTMs de 

animais idosos apresentaram aumento na expressão de Akt1, Nos e Ppar-γ, e redução na 

expressão de Csf3 e Cdh2. Adicionalmente, quando comparado a ação das CTMs de animais 

idosos em relação as CTMs de animais jovens, observou-se que CTMs de animais idosos foram 

capazes de aumentar a expressão de Sox2, Pou5f1 e Nanog e diminuir a expressão de Cdkn1a 

de células da linhagem C1498. O sobrenadante de CTMs de animais idosos também resultou 

na maior proliferação e migração de células da linhagem C1498. Portanto, levando em 

consideração a importância das CTMs sobre a regulação do sistema hematopoético, pode-se 

concluir que, no envelhecimento, as CTMs criam um ambiente propício para a proliferação 

celular no qual a manutenção da pluripotência é estimulada, o que pode acarretar em uma 

desregulação do sítio hematopoético quando habitado por células malignas.  

Palavras-Chave: Envelhecimento, Célula Tronco Mesenquimal, Hematopoese, 

Microambiente Hematopoético. 



 

 

ABSTRACT 

GONÇALVES, C. E. S. Evaluation of the Modulatory Effects of Hematopoiesis during 

Aging: Role of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells. 2022. 111p. Dissertation (Master’s 

Degree) – School of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, 2022. 

 

Aging is a physiological process in which occurs a series of alterations in an organism that 

extend to a molecular level. It is a complex process that affects various tissues, one of them 

being the bone marrow, wherethrough the interactions of the hematopoietic stem cell (CTH) 

with its surrounding environment, including with the mesenchymal stem cell (CTM), 

hematopoiesis takes place. Although some aging-associated alterations in the bone marrow can 

be found described in the literature, the mechanisms behind said changes remain elusive, 

especially when regarding the cellular interactions present inside the bone marrow. Therefore, 

this research aimed to investigate how aging affects the regulation of hematopoiesis in the 

context of its interactions with bone marrow-derived CTMs. For this investigation, male 

isogenic C57BL/6 mice were used as animal models. These were separated in two groups 

according to their age: young (3 – 5 months) and aged (18 – 19 months). The animal models 

were characterized by their physical properties such as protein intake and weight variation, 

followed by biochemical and hematological evaluation. Bone marrow cells were obtained and 

identified through immunophenotyping, thus isolating different cell populations, including the 

CTMs. To study the relationship between these cells and hematopoiesis, in vitro assays were 

conducted utilizing the leukemic cell lineage C1498 (TIB-49, ATCC) maintained in contact 

with the supernatant of isolated CTMs. By their biochemical profile, aged mice showed lower 

levels of albumin, alanine-aspartate transferase (ALT) and triglycerides compared to the young 

group. In contrast, aged mice had a higher cholesterol level. Hematological evaluation by total 

blood count showed similar results between the two groups, however, the myelogram revealed 

that the aged animals had lower cellularity, with less frequent cells from the erythroid lineage, 

with an increase in granulocytic precursors. Through immunophenotyping, it was also revealed 

that aged mice have higher numbers of hematopoietic stem cells, while also being noted a 

reduced population of lymphoid progenitors. An increase in the granulomonocytic progenitors 

was also found. Immunophenotyping peripheral blood cells of aged mice revealed reduced 

numbers of B lymphocytes and erythrocytes, and an increased natural killer cell population. 

Additionally, the cell surface marker CD73 was found to be less expressed in aged mice CTMs. 

The secretome of these stromal cells obtained from aged mice showed higher levels of CXCL12 

and SCF, and lower levels of IL-11when compared to the young counterparts. At a molecular 

level, CTMs obtained from aged mice expressed more Akt1, Nos and Ppar-γ, while the 

expression of Csf3 and Cdh2 was reduced. Additionally, when comparing the effects of aged 

mice CTMs with young mice CTMs, it was observed that the first expressed were capable of 

increasing the expression of Sox2, Pou5f1 and Nanog, while decreasing Cdkn1a expression in 

the C1498 cell lineage. The supernatant obtained from aged mice also favored the proliferation 

and cell migration of the C1498 cell line. Thus, considering the importance that CTMs have 

over the hematopoietic system, we can conclude that, in aging, CTMs create a special 

environment which favors cell proliferation and maintenance of pluripotency, which can result 

in a dysregulation of the hematopoietic tissue when malignant cells are present. 

Keywords: Aging, Mesenchymal Stem Cell, Hematopoiesis, Bone Marrow Microenvironment. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 Ao longo da vida, o ser humano estabelece relações com o mundo ao seu redor e, durante 

maior parte desse tempo, apresenta uma certa estabilidade em sua saúde. Porém, com o passar 

do tempo, esta estabilidade enfraquece, surgindo problemas de saúde comuns em grupos de 

faixas etárias mais avançadas. Por trás destas mudanças, estão ocorrendo diversos processos 

celulares e moleculares que alteram a função do organismo, trazendo assim as características 

do envelhecimento (FERRUCCI et al, 2020). 

 Com o avanço do conhecimento, o homem conseguiu prolongar significativamente o 

seu tempo de vida. Diante disto, atualmente o mundo vive uma expansão frenética no número 

de pessoas idosas (FERRUCCI et al, 2020). De acordo com a Organização das Nações Unidas, 

a expectativa de vida subiu 3,6 anos durante o período dos anos 2000 a 2005 e no período de 

2010 a 2015. Este processo de envelhecimento populacional vem ocorrendo mais rapidamente 

em países em desenvolvimento (ONU, 2017.; HU; LEI; ZHAO, 2020). 

 No Brasil, de acordo com o último censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística (IBGE), a população brasileira apresentou um crescimento na expectativa de vida 

de 5,8 anos entre o período de 1991 (média de 24,8 anos) a 2010 (média de 30,6 anos) e é 

esperado que essa expectativa cresça ainda mais nos próximos estudos demográficos (IBGE, 

2010). No ano de 2043, estima-se que 25% da população tenha idade superior a 60 anos de 

idade, enquanto que populações mais jovens tenham uma menor proporção, evidenciando assim 

o processo de “inversão de pirâmide” das faixas etárias (IBGE, 2019). 

 Como dito anteriormente, isto traz consigo uma população com maior convivência em 

problemas crônicos de saúde, inevitavelmente criando uma carga sobre o sistema de saúde local, 

além também de afetar a economia (FERRUCCI et al, 2020.; HU; LEI; ZHAO, 2020). 

 Através do ponto de vista biológico, o envelhecimento provém de um acúmulo de 

alterações celulares e genômicas características, apresentando até mesmo origens similares com 

processos neoplásicos. De acordo com López-Otín et al (2013), as propriedades que definem o 

envelhecimento são: instabilidade genômica, atrito de telômeros, alterações epigenéticas, perda 

de proteostase, sensibilidade a nutrientes desregulada, disfunção mitocondrial, senescência 

celular, exaustão de células-tronco e alteração nas comunicações intercelulares. 

 O sistema hematopoético é responsável por originar todos os componentes celulares do 

sangue através do processo chamado de hematopoese, realizado por uma célula chamada de 

Célula-Tronco Hematopoética (CTH) na medula óssea, sendo definida pela sua capacidade de 

diferenciação e auto-renovação. Este é um tecido altamente organizado e renovável que 
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depende destes fatores para manter o equilíbrio e funcionalidade das diversas linhagens 

originadas, atendendo assim as variadas demandas do organismo em situações específicas 

(VAN GASTEL & SCADDEN, 2021). 

 Um dos componentes do sistema hematopoético com significante papel regulatório 

sobre a hematopoese é uma célula denominada Célula-Tronco Estromal ou Mesenquimal 

(CTM), que compõe o estroma no qual o tecido medular é sustentado. Esta célula, 

primeiramente descrita por Friedstein et al (1970) possui a capacidade de se diferenciar em 

outras linhagens celulares estromais, além também de influenciar a CTH diretamente sob a 

secreção de fatores solúveis, participando assim sobre a regulação hematopoética (LIN et al, 

2019). 

 Devido a sua elevada renovação e pela sua alta heterogeneidade, o sistema 

hematopoético é bastante suscetível a alterações fisiopatológicas. Com o envelhecimento não é 

diferente, a literatura descreve bem alterações no âmbito metabólico das CTH que 

consequentemente afetam a hematopoese. Sabe-se que indivíduos idosos apresentam um bias 

ou “vício” maior em se diferenciar para a linhagem mieloide, enquanto que há a redução no 

número de células pertencentes à linhagem linfoide (GUSTAFSSON & SCADDEN, 2019).  

Igualmente, o estroma medular também é alterado no envelhecimento, envolvendo 

desde alterações fenotípicas entre seus componentes até a degeneração de regiões do 

microambiente medular, influenciando o funcionamento de células que dependem das 

interações com esse meio (MATTEINI; MULAW; FLORIAN, 2021).  

 Portanto, sabendo-se que as CTM compõem o estroma medular e exercem funções 

regulatórias diretas sobre a funcionalidade da CTH, consequentemente influenciando toda a 

hematopoese, e que suas funções podem se alterar mediante o envelhecimento, esta pesquisa 

buscou estudar aspectos na modulação da hematopoese no envelhecimento, dando ênfase no 

papel assumido pelas CTM nesse processo. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 ENVELHECIMENTO E SUA FUNDAMENTAÇÃO BIOLÓGICA 

 O envelhecimento é um processo natural do organismo pela perda graduação de função 

dos tecidos orgânicos, aumentando o risco de doenças crônicas, com as mais comuns sendo 

diabetes, acidente vascular cerebral isquêmico, câncer e doenças cardíacas variadas. (YU et al, 

2021).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a faixa etária que definem um 

cidadão como idoso varia entre países em desenvolvimento e em desenvolvimento: para nações 

desenvolvidas, considera-se idoso o indivíduo com idade igual ou superior a 60 anos, enquanto 

que países em desenvolvimento deve-se considerar idoso aquele que apresentar idade igual ou 

superior a 65 anos (OMS, 2015). 

 Naturalmente, a maior longevidade de vida que acompanha o avanço científico 

consequentemente aumenta a prevalência destas doenças associadas à idade na sociedade, 

criando um grupo populacional distinto de outras faixas etárias que necessita de uma atenção 

diferenciada (FERRUCCI et al, 2020.; HU; LEI; ZHAO, 2020.; YU et al, 2021). Em 

comparação, no ano de 2019, 6% da população mundial se enquadrava no grupo etário com 

idade maior ou igual a 65 anos, sendo estimado que esse percentual cresça para 16% em 2050 

(YU et al, 2021). 

 Portanto, como o envelhecimento tende a afetar o mundo inteiro, sempre houve interesse 

em buscar o porquê desse processo ocorrer, se há maneiras de ele ser revertido e em 

compreender a sua base biológica. Como descrito por López-Otín (2013), o envelhecimento 

decorre de uma série de alterações celulares e moleculares, algumas dessas serão brevemente 

descritas em sequência, destacando as quais foram estudadas nesta pesquisa 

 

2.1.1 Alterações Genômicas 

 A maior longevidade na vida se reflete no nível celular. Desta maneira, com as células 

do organismo apresentando mais tempo de vida, há maior predisposição de defeitos genéticos, 

comprometendo a estabilidade genômica como um todo. Ademais, conforme o ser humano 

envelhece, o processo de reparo do DNA tende a apresentar falhas, afetando múltiplas vias 

transcricionais e a expressão de diversos genes (LI et al, 2021). 
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 Além disso, existem situações em que o dano ao DNA pode ser amplificado, como na 

presença de mutações somáticas, aneuploidia cromossômica e outros tipos de mutações. Estas 

alterações também ocorrem diretamente na mitocôndria celular, onde mutações no DNA 

mitocondrial envelhecido contribuem para a instabilidade genômica (TIWARI & WILSON, 

2019.; KAUPPILA et al, 2019.; LI et al, 2021). 

  

2.1.2 Desregulação de Sinalização Celular  

 Acredita-se que as vias de sinalização relacionadas com sensibilidade a nutrientes, como 

a via Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) estejam associadas com longevidade 

(PAPADOLI et al, 2019). 

 O envelhecimento pode afetar a hematopoese em várias formas, sendo uma delas o 

declínio na funcionalidade da CTH e de seus progenitores (GUSTAFSSON & SCADDEN, 

2019). Investigando estas alterações no sistema hematopoético, Ramalingam et al (2020) 

demonstraram que o envelhecimento leva a uma diminuição na sinalização da via mTOR entre 

as células endoteliais medulares, sendo assim um contribuinte para alterações vistas na 

hematopoese. 

 

2.1.3 Senescência Celular 

 O processo de senescência envolve a parada irreversível da proliferação celular, 

aumento na produção de proteínas, resistência à apoptose e alterações na atividade metabólica 

celular (TCHKONIA & KIRKLAND, 2018.; HERNANDEZ-SEGURA et al, 2018.; LI et al, 

2021). 

 Células senescentes tendem a se acumular nos tecidos com o envelhecimento, tornando-

se em fatores patogênicos para doenças crônicas como a osteoporose e em doenças vasculares, 

por exemplo (TCHKONIA & KIRKLAND, 2018). De maneira similar, as CTM sofrem 

alterações morfológicas, em sua capacidade de proliferação e diferenciação, e também no 

padrão de secreção de substâncias solúveis, adquirindo o Senescence-Associated Secretory 

Phenotype (SASP), o que também pode influenciar no funcionamento do tecido hematopoético 

(ZHOU et al, 2020). 

  

2.1.4 Exaustão de Células-Tronco 

 A existência de Células-Tronco em tecidos é a base para a manutenção da homeostasia. 

Gradativamente, as células-tronco vão perdendo o seu potencial ou stemness, impactando sua 
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capacidade de renovar o tecido o qual elas pertencem. Deste modo, a exaustão de células-tronco 

consiste na perda de função ou na redução no número dessas células (VILAS et al, 2018.; 

LENGEFELD et al, 2021.; LI et al, 2021). 

 Genes envolvidos na pluripotência celular podem estar relacionados na relação entre a 

exaustão de células-tronco com o envelhecimento. Vilas et al (2018) verificaram que, em 

camundongos com depleção induzida de células-tronco capilares Sox2+, eram observados pelos 

acinzentados, quifose e redução na massa gordurosa, todos sendo sinais de envelhecimento 

precoce. Portanto, a exaustão de células-tronco se encaixa como uma característica definitiva 

do envelhecimento. 

   

2.1.5 Alterações na Comunicação Intercelular 

 Mudanças na comunicação entre células também pode ser um fator contribuinte para 

algumas alterações presentes no envelhecimento. Através deste processo, a sinalização entre 

células regula o metabolismo celular através de vias neuroendócrinas, endócrinas e neuronais 

(LI et al, 2021).  

 No sistema hematopoético, a comunicação entre células também continua de extrema 

relevância. Um destaque nesse sistema é a importância de vesículas extracelulares que medeiam 

comunicações entre células. Estas vesículas, na medula óssea, podem estar envolvidas no 

direcionamento de linhagem dos progenitores hematopoéticos, com evidências também 

demonstrando que elas podem influenciar a capacidade de diferenciação de CTMs provindas 

de tecidos adiposos (GOLDBERG, 2021). 

 Ademais, conforme dito anteriormente, no envelhecimento há a presença de uma 

inflamação crônica relacionada à secreção de citocinas pró-inflamatórias (JANG et al, 2018). 

Esta inflamação estimula a via do fator transcricional nuclear kappa B (NF-κB), sustentando 

assim o inflammaging (LEONARDI et al, 2018)  

 

2.2 FORMAÇÃO DO TECIDO SANGUÍNEO: HEMATOPOESE 

 

2.2.1 Hierarquia Hematopoética 

 A formação do tecido sanguíneo ocorre na medula óssea através de um processo 

chamado hematopoese. Neste contexto, a CTH será a principal atuante para formar células 

pertencentes à linhagem mieloide (eritrócitos, plaquetas, granulócitos e monócitos) e à 

linhagem linfóide (linfócitos B, T e células natural killers). Diante disto, o processo 

hematopoético respeita uma hierarquia maturativa no qual a CTH depende de inúmeras 
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interações com o microambiente medular para regular uma balança entre auto-renovação e 

diferenciação, de modo que essa célula mantenha sua plasticidade e, ao mesmo tempo, não 

prolifere descontroladamente (HASTREITER et al, 2020.; PINHO & FRENETTE, 2019.; 

COMAZZETTO; SHEN; MORRISON, 2021). 

 Partindo da descoberta da CTH, foi proposto um modelo hierárquico na hematopoese 

para estabelecer a relação entre essa célula e suas progênies, criando assim uma esquematização 

com as principais etapas de maturação celular, seguindo a partir de uma célula menos 

diferenciada (CTH), para progenitores de característica multipotente (MPP), oligopotente e, 

enfim, unipotente, que irão originar suas respectivas células maduras (ZHANG et al, 2018). 

 Embora o termo CTH seja usado para se referir a um único tipo celular, o 

desenvolvimento de novas tecnologias tem mostrado como essa população apresenta uma 

elevada heterogeneidade durante a hematopoese, refletindo assim como a sua capacidade de 

diferenciação e de comprometimento com linhagens específicas vai se desenvolvendo ao longo 

do processo maturativo celular (HAAS; TRUMPP; MILSOM, 2018.; ZHANG et al, 2022). A 

figura 1 representa uma esquematização da hematopoese e dos marcadores fenotípicos 

baseados em clusters of differentiation (CD) utilizados para identificar diferentes populações 

hematopoéticas em humanos e em camundongos. 
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Figura 1. Modelo Hierárquico da Hematopoese com a divisão de precursores hematopoéticos 

e seus respectivos marcadores utilizados para isolamento de células hematopoéticas em 

modelos murinos e em humanos. Legenda: MEP: Progenitor Megacariocítico-Eritroide, CMP: 

Progenitor Mieloide Comum, GMP: Progenitor Grânulo-Monocítico, MkP: Progenitor 

Megacariocítico, EP: Progenitor-Eritróide, GP: Progenitor Granulocítico, MacP: Progenitor de 

Macrófagos, Pro-DC: Progenitor de Células Dendríticas, Pro-B: Progenitor de Linfócitos B, 

Pro-T: Progenitor de Linfócitos T, Pro-NK: Progenitor de Células Natural Killers Adaptado de 

Seita e Weissman, 2010. 

 

Classicamente, os marcadores de superfície mais utilizados para o isolamento de CTH 

costumam ser o CD34, Sca-1, c-Kit, marcadores signaling lymphocytic activation molecule 

(SLAMF/CD150), entre outros (IKUTA & WEISSMAN, 1992; OKADA et al, 1992; OSAWA 

et al, 1996; KIEL et al, 2005; OGURO; DING; MORRISON, 2013; CHENG; ZHENG; 

CHENG, 2020). 

 Seguindo o modelo proposto por Seita & Weissman (2010), as CTH podem ser 

subdivididas em dois grupos com base na sua expressão de CD34: um grupo CD34- chamado 

de long-term (LT)-CTH, e um grupo CD34+ chamado short-term (ST)-CTH. O grupo LT-CTH, 

formado por células quiescentes, compreende a fração mais rara de CTHs presentes na medula 

óssea, as quais apresentam maior capacidade de reconstituição da medula. Em contraste, as ST-
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CTHs possuem menor capacidade de reconstituição e são progênies das LT-CTHs (CHENG; 

ZHENG; CHENG, 2020).  

Após o estado de ST-CTH, a diferenciação segue para o estado de MPP, no qual a célula 

perde seu potencial de auto-renovação (YANG et al, 2005.; CHENG; ZHENG; CHENG, 2020). 

Introduzindo os marcadores CD135 (Flk2/Flt3) e as proteínas SLAMF, fez-se possível 

identificar também subtipos de células em estado de MPP: uma fração com tendência a se 

diferenciar para MEP, chamada de MPP2 (Lin-c-kit+Sca-1+CD34+CD48+CD150+), uma com 

maior afinidade para o estado de GMP, chamada de MPP3 (Lin-c-kit+Sca-1+CD34+CD38+) e, 

por fim, uma com maior potencial linfoide, denominada como MPP4/LMPP  (Lymphoid-biased 

Multipotent Progenitor, Lin-c-kit+Sca-1+CD34+CD48+CD135+) (WILSON et al, 2008.; KIEL 

et al, 2005.; ADOLFSSON et al, 2001.; ADOLFSSON et al, 2005.; PIETRAS et al, 2015.; 

ARINOBU et al, 2007.; OGURO; DING; MORRISON, 2013.; AURRAND-LIONS & 

MANCINI, 2018).  

Deixando o perfil de MPP, a hierarquia hematopoética pode seguir duas linhagens 

diferentes, a linhagem linfoide, através do Progenitor Linfoide Comum (CLP, Lin-Il7rlowc-

Kit+Sca-1+) ou a mieloide, por meio do Progenitor Mieloide Comum (CMP, Lin-Il7r-c-kit+Sca-

1-CD34+CD16/32low. Outros descendentes da linhagem mieloide incluem o Progenitor 

Megacariocítico-Eritroide (MEP, Lin-Il7r-c-Kit+Sca-1-CD34-CD16/32low) e Progenitor 

Grânulo-Monocítico (GMP, Lin-Il7r-c-Kit+Sca-1-CD34-CD16/32high), que irão originar células 

de potencial restrito a suas linhagens específicas (KONDO et al., 1997; AKASHI et al., 1999; 

WEISSMAN, 2000; BRYDER et al., 2006; WEISSMAN & SHIZURU, 2008; HASTREITER, 

2020).  

 

2.2.2 Regulação da Hematopoese 

Dentro da medula óssea, ocorre a produção de bilhares de células sanguíneas 

diariamente, podendo haver alterações na intensidade dessa produção conforme a demanda do 

organismo. Por se tratar de um tecido com elevado turnover, o sistema hematopoético depende 

de um emaranhado de interações celulares envolvendo a CTH, fatores de crescimento, fatores 

transcricionais, moléculas de adesão, e também interações com outras células não 

hematopoéticas presentes na medula óssea (ZHU & EMERSON, 2002.; ROBB, 2007.; 

METCALF, 2008.; ZHANG & LODISH, 2008.; SEITA & WEISSMAN, 2010.; CHENG; 

ZHENG; CHENG, 2020.; KAUSHANSKY & ZHAN, 2018) 

 O estudo do conjunto destas interações definiu o conceito de “nichos hematopoéticos”, 

microrregiões existentes na medula óssea primeiramente descritas por Schofield (1978) com o 
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papel de regular a função da CTH através de interações celulares e fatores solúveis secretados 

por células que formam esses microambientes. Amostras histológicas da medula óssea de 

adultos revelaram que as CTHs costumam estar associadas com células de origem 

mesenquimal, com o endotélio sinusoidal, e também com arteríolas (CRANE; JEFFERY; 

MORRISON, 2017.; BONAVITA et al, 2018). 

 Entre os componentes do sistema estromal, existem as CTMs, células não 

hematopoéticas derivadas do mesoderma com capacidade adipogênica, osteogênica e 

condrogênica in vitro. No contexto hematopoético, a população de CTM é heterogênea, com 

sua maioria estando localizada na região perivascular, estando associadas com arteríolas ou 

vasos sinusoidais, onde serão produtoras de fatores tais como o fator derivado de células 

estromais (CXCL12) e o stem cell factor (SCF) (KFOURY & SCADDEN, 2015.; BARYAWNO 

et al, 2019). O papel das CTMs sobre a regulação da hematopoese será discutido de forma mais 

completa no item 2.3. 

 O CXCL12 é um fator que apresenta papéis diferentes dependendo de sua origem. 

Quando secretado por osteoblastos, o CXCL12 regula a manutenção de progenitores linfoides, 

e não de CTHs. Contrariamente, quando produzido por células estromais perivasculares, o 

CXCL12 está envolvido na manutenção e mobilização de CTHs (DING & MORRISON, 2013.; 

LEE; KIM; CHO, 2020). A interação do CXCL12 com o seu receptor C-X-C chemokine 

receptor type 4 (CXCR4) também vem sido explorada no tratamento farmacológico contra 

processos malignos, visto que foi encontrada uma ampla expressão de CXCL12 em tumores, e 

pela sua atividade sobre a proliferação e migração celular, assim como em processos 

metastáticos (ZHOU et al, 2019). 

 As células endoteliais arteriolares da medula óssea são responsáveis por quase toda a 

secreção de SCF provinda do endotélio, enquanto que as células endoteliais sinusoidais 

produzem esse fator em pequena quantidade. Na literatura, é evidenciado que o SCF oriundo 

de células endoteliais arteriolares possui a capacidade de promover a recuperação de CTHs em 

situações de ablação da medula (XU et al, 2018.; MAN et al, 2021). Adicionalmente, o SCF 

também é produzido por células estromais perivasculares e, nesse caso, mostra-se também 

indispensável para as populações de progenitores hematopoéticos, além das CTHs (DING et al, 

2012.; ASADA et al, 2017.; COMAZZETTO et al, 2019.; TRINH & BROXMEYER, 2021). 

 Além de fatores solúveis, o bom funcionamento do sistema hematopoético depende 

também de fatores transcricionais que irão regular a CTH no âmbito do seu ciclo celular, 

linhagem de diferenciação, auto-renovação e entre outros. Vários destes já foram identificados 

na manutenção do equilíbrio entre renovação e diferenciação, como por exemplo, stem cell 
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leukemia, growth factor Independence-1, purine-rich box1 (PU.1 ou Spi1) e foxhead O são 

responsáveis por manter a CTH em quiescência (ZHU & EMERSON, 2002.; HUCK et al, 

2014.; MANN et al, 2022). 

 Para o direcionamento de linhagens, existem fatores como os da família GATA, 

composta por GATA-1, GATA-2 e GATA-3, onde o GATA-1 restringe o desenvolvimento da 

CTH para uma linhagem específica, como o CMP e CLP. O fator GATA-2 exerce sua atividade 

nas primeiras etapas de desenvolvimento de CTHs, sendo substituído pelo GATA-1. Por fim, o 

GATA-3 é enriquecido na fração de LT-CTHs, com sua atividade envolvendo a via MAPK-

p38a. (MARTIN & ORKIN, 1990.; TRAINOR et al, 1996.; GAO et al, 2015.; WHYATT et al, 

1997.; RYLSKI et al, 2003.; BRESNICK et al, 2010.; SUZUKI et al, 2013.; YOSHIDA & 

GEORGOPOULOS, 2013.; MANN et al, 2022). Além disto, o GATA-3 também é importante 

no desenvolvimento imunológico, visto que ele também regula a formação de células linfoides 

inatas tipo 2 (KRABBENDAM et al, 2018). 

  

2.3 CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS NA REGULAÇÃO DA HEMATOPOESE 

 As CTM compõem o sistema estromal, sendo essas células não-hematopoéticas com o 

papel de fornecer sustento ao sistema hematopoético (LIN et al, 2019). Embora essas células 

possuam esta importância sob a formação do sangue, elas são encontradas em proporções 

extremamente baixas na medula óssea, compreendendo somente 0.01 a 0.001% das células 

mononucleares presentes (MAISO et al, 2021).  

Somado a isto, a inexistência de marcadores de superfície específicos para esta 

população dificulta a padronização de formas de a identificar. Diante disto, a International 

Society for Cellular Therapy definiu critérios mínimos para possibilitar a comparação de CTMs 

entre estudos diferentes, sendo os critérios: aderir ao plástico em condições normais de cultura 

celular, apresentar positividade (≥95%) para os marcadores CD105, CD73 e CD90, apresentar 

marcação negativa (≤2%) para os marcadores CD34, CD45, CD14/CD11b, CD79a/CD19 e 

HLA-DR, e apresentar capacidade de se diferenciar em osteócitos, adipócitos e condrócitos in 

vitro, sobre os estímulos apropriados (MAISO et al, 2021.; NIKOLITS et al, 2021). 

 A importância das CTMs para o microambiente medular é observada in vitro e in vivo, 

sendo capazes de reconstituir um nicho funcional, expressando e produzindo citocinas, além 

também de produzir outros fatores importantes para o funcionamento das CTHs. Através destas 

substâncias, as CTMs modulam a hematopoese e, por isso, são utilizadas em culturas bi e 

tridimensionais in vitro ou em co-culturas ex vivo para replicar o microambiente da medula 
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óssea (MUGURUMA et al, 2006.; PONTIKOGLOU et al, 2011.; JAKUBIKOVA et al, 2016.; 

KAMGA et al, 2021). 

 Um exemplo da importância das CTMs sobre a regulação hematopoética é a sua 

participação na via de sinalização Notch, implicada na manutenção do stemness das CTHs. Na 

literatura, são descritos 4 receptores tipo Notch e seus ligantes em CTMs, com o principal sendo 

o Jagged1, com outros podendo serem expressos dependendo do tipo de estudo. Isto demonstra 

o potencial autócrino desta via de sinalização (MORIYAMA et al, 2018.; ZHANG et al, 2019). 

Conforme a CTM obtém as características de senescência celular, algo que se obtém após um 

determinado número de passagens, a expressão de Notch reduz, servindo de exemplo da relação 

dessa via de sinalização com o envelhecimento em CTMs (MUTYABA et al, 2014.; KAMGA 

et al, 2021). 

 O funcionamento das CTMs sobre a regulação hematopoética também é afetado na 

patogênese de diversas doenças hematológicas. Hayashi et al (2022) demonstraram isto em seu 

estudo sobre a síndrome mielodisplásica e sua relação com o microambiente da medula óssea. 

Como nesta doença há menor presença de tecido ósseo consequente de uma menor formação, 

e não reabsorção óssea, e que essa menor formação ocorre pela interação de células 

mielodisplásicas e leucêmicas com as CTMs, há a supressão do potencial osteogênico dessas 

células estromais. É importante ressaltar que células da linhagem óssea também são reguladoras 

da hematopoese, e ainda neste estudo, os autores confirmam que a diferenciação de CTMs para 

essa linhagem é essencial para recuperar a integridade da hematopoese. 

 Uma das dificuldades por trás da realização de transplantes medulares é a falha no 

processo de engrafment (“enxertamento”) que pode ocorrer. Isto depende não só da quantidade 

de CTHs transplantadas, mas como também da funcionalidade do microambiente medular 

(SANCHEZ-GUIJO et al, 2005.; PRECIADO et al, 2018).  

Buscando melhorar o rendimento no transplante de células tronco, Preciado et al (2021) 

estudaram mecanismos por trás das CTM com potencial de influenciar nesse processo. A partir 

disto, os autores verificaram que a co-administração de CTM humanas com superexpressão de 

fator indutível por hipóxia 1α aumentavam o rendimento de engrafment de células humanas 

CD34+ in vivo, sendo também visto um aumento significativo na expressão de CD34, CXCR4 

e no gene codificante da integrina alfa 4 nas células mantidas em co-cultura com CTMs 

apresentando a superexpressão. Adicionalmente, células CD34+ mantidas nesta mesma co-

cultura apresentarem maior potencial clonogênico. Isto sugere um potencial aplicabilidade das 

CTMs no âmbito do transplante medular. 
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Existem diversas populações de CTMs no microambiente medular, e essas também são 

populações heterogêneas com papéis distintos na regulação hematopoética. Entre estas, estão 

inclusas as células reticulares ricas em CXCL12 (CAR) e as células que expressam receptor 

para leptina (LepR+), que se sobrepõem com células marcadas com green-fluorescent protein 

(GFP) sob promoter de nestina (Nes-GFP+) (SUGIYAMA et al, 2006.; MENDEZ-FERRER et 

al, 2010.; DING et al, 2012.; MABUCHI et al, 2021).  

Através de análises por imagem, foi revelado que células estromais emitindo um forte 

sinal de GFP entre as células Nes-GFP+ eram associadas com arteríolas medulares, enquanto 

que as células estromais com sinal fraco de GFP (LepR-Cre+) estavam associadas com capilares 

sinusoidais. O papel distinto dessas células sobre a hematopoese foi evidenciado através da 

depleção de genes codificantes de SCF ou de CXCL12 na fração Nes-GFP+, que resultou no 

esgotamento de CTHs na medula óssea. A remoção do gene de SCF em células LepR-

Cre/tdTomato+ apenas reduziu o número de CTHs, enquanto que a remoção do gene Cxcl12 

resultou na redução e alteração de localização da população de CTHs (KUNISAKI et al, 2013.; 

DING et al, 2012.; OGURO et al, 2012.; OGURO et al, 2013.; ASADA et al, 2017.; MABUCHI 

et al, 2021). 

 

2.4 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO NA HEMATOPOESE 

 Conforme o envelhecimento, muitas mudanças ocorrem na medula óssea. Diferenças 

entre a medula óssea nos extremos de idade já foram descritas em modelos animais e em 

humanos, essas alterações envolvendo a celularidade da medula, diferenciação de linhagens, 

composição celular, e o funcionamento das CTH (GROARKE & YOUNG, 2019). Em 1987, 

seriam feitas uma das observações mais antigas do ambiente medular em relação ao 

envelhecimento, onde usando coelhos como modelo animal foram identificadas alterações 

histológicas, um menor número de osteoblastos e menor frequência de células hematopoéticas, 

assim como uma maior predominância de espaços “vazios”, menor fluxo sanguineo, redução 

na formação óssea e a degeneração do tecido gorduroso da medula (KITA; KAWAI; 

HIROHATA, 1987). 

 Alterações na série vermelha são conhecidas entre idosos, sendo a anemia prevalente 

em 11% dos homens e 10% das mulheres com 65 anos ou mais. A partir desta faixa etária, as 

etiologias comuns para o desenvolvimento da anemia incluem a inflamação, doença renal 

crônica, deficiências nutricionais, e distúrbios clonais, como a síndrome mielodisplásica 

(GURALNIK et al, 2004.; GROARKE & YOUNG, 2019). 



28 

 

 Além da série vermelha, o envelhecimento do sistema hematopoético também é 

representado pelo comprometimento dos sistemas imune adaptativos e inatos, gerando uma 

maior susceptibilidade a infecções e ao desenvolvimento de neoplasias hematológicas, assim 

como o de doenças autoimunes (DORSHKIND; MONTECINO-RODRIGUEZ; SIGNER, 

2009. HAQ & MCELHANEY, 2014.; KOVTONYUK et al, 2016). Sabe-se que a produção de 

células B diminui progressivamente conforme o avanço na idade do indivíduo, enquanto que o 

repertório de células B de memória cresce. A diversidade dessas células B também diminui, 

havendo também uma menor afinidade dos anticorpos. Como parte do sistema imunológico, 

também são vistas alterações nas células T e Natural Killers (KOVTONYUK et al, 2016). 

 Sobre as CTH, foi mostrado que com o passar dos anos, essas células CD34-Flt3- 

aumentam a expressão de CD150, resultando na expansão do pool de CTH com tendência a se 

diferenciar para a linhagem mieloide (CHALLEN et al, 2010.; ROSSI et al, 2005.; BEERMAN 

et al, 2010.; KOVTONYUK et al, 2016). Esta tendência em se diferenciar para a linhagem 

mieloide pode ser um fator que comprometa o desenvolvimento de outros progenitores, 

modelos animais com idade avançada mostraram uma menor frequência de CLP, enquanto 

havia um aumento em GMP. A diminuição nesses progenitores acompanha uma redução na 

linfopoese de células B e no funcionamento desses progenitores linfoides, coincidindo com 

alterações no processo de sinalização celular (ROSSI et al, 2005.; KOVTONYUK et al, 2016). 

 Kuranda et al (2011) estudando os efeitos do envelhecimento na população celular da 

medula óssea mostrou que no ambiente hematopoético de indivíduos com mais de 70 anos há 

um aumento na proporção de células multipotentes CD34+CD38-, adicionalmente, foi visto que 

progenitores mieloides com perfil de imunofenotipagem CD34+CD38+CD90-CD45RA+/-CD10- 

e CD34+CD33+ persistem nos mesmos níveis. Em concordância com o postulado na literatura 

acerca da redução na população linfocitária, os autores também identificaram uma redução de 

células CD34+CD38+CD90-CD45RA+CD10+ e CD34+CD19+, sendo identificadas como 

progenitores linfóides do tipo B.  

  O envelhecimento de células hematopoéticas também é associado com um acúmulo de 

mudanças genéticas e epigenéticas, alterações no microambiente tanto de células maduras como 

imaturas, e alterações sistêmicas como a inflamação, sendo propostos mecanismos sobre como 

essas alterações podem favorecer o desenvolvimento de doenças hematológicas malignas 

(HENRY; MARUSYK; DEGREGORI, 2011). 

 Os mecanismos moleculares por trás do envelhecimento de CTH ainda são pouco 

compreendidos. O perfil de expressão gênica de CTH isoladas de modelos murínicos jovens e 

velhos mostram uma regulação altamente controlada de grupos de genes responsáveis por 
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linhagens específicas de maneira consistente com as mudanças funcionais que ocorrem 

conforme o envelhecimento das CTH (ROSSI et al, 2005.; GAZIT; WEISSMAN; ROSSI, 

2008). 

 Como exemplo da importância dos mecanismos epigenéticos, tem-se a dinâmica da 

interação DNA-histona, sendo a metilação do DNA e acetilação de histona modificações 

epigenéticas proeminentes que regulam a diferenciação celular. Através estudos ex vivo foi 

sugerido que os inibidores de histona-deacetilases podem retardar a perda do potencial das 

células tronco in vitro e aumentar a capacidade de “enxertamento” (BUG et al, 2005.; YOUNG 

et al, 2004.; GAZIT; WEISSMAN; ROSSI, 2008). 

 Não diferentemente, o nicho hematopoético também está sujeito a alterações ao longo 

do envelhecimento. O envelhecimento do nicho afeta células tronco diretamente através de 

modificações na adesão celular e na secreção de moléculas sinalizadoras (NAKAMURA-

ISHIZU & SUDA, 2014). A partir disto, a literatura descreve que CTH idosas expressam baixos 

níveis de integrina α4, integrina α5 e VCAM-1, enquanto eleva os níveis de P-selectina e 

integrina α6 quando comparado a células mais jovens (ROSSI et al, 2005.; GEIGER; 

KOEHLER; GUNZER, 2007.; NAKAMURA-ISHIZU & SUDA, 2014).  

 Análises in vivo da medula óssea de camundongos jovens e idosos mostraram que as 

CTH mais velhas se encontram mais distantes do endósteo do que os progenitores mais jovens, 

indicando a presença de mudanças extrínsecas na composição do nicho relacionadas com a 

idade, potencialmente impactando o funcionamento dessas CTH (KOHLER et al, 2009.; 

HENRY; MARUSYK; DEGREGORI, 2011). 

 Ho et al (2019) compararam a remodelação de nichos hematopoéticos na medula óssea 

de camundongos mais velhos com mais novos e verificaram que os nichos (arteríolas, transition 

zone vessels e CTM expressando nestina) estavam reduzidos na superfície endosteal, enquanto 

capilares e células estromais que expressavam nestina expandiam nas áreas centrais (não 

endosteais) da medula óssea. O remodelamento do nicho está associado com um aumento em 

citocinas inflamatórias, como a IL-1A, IL-6, IFN-γ e IL-3, também sendo visto um aumento 

nas fibras nervosas noradrenérgicas do sistema nervoso simpático (RAAJIMAKERS, 2019). 

 Sendo conhecido o potencial de diferenciação das células estromais da medula óssea, 

Zhou et al (2008) testaram os efeitos da idade sobre a β-galactosidade, proliferação, apoptose, 

expressão de genes envolvidos na via p53 e na diferenciação e expressão gênica de osteoblastos. 

Neste estudo, os autores encontraram diminuições significativas na proliferação e diferenciação 

em osteoblastos, assim como um aumento na atividade de β-galactosidade, apoptose e na 

expressão dos genes da p53. Como as CTM são participantes ativos na regulação do ambiente 



30 

 

medular, pode-se sugerir que o envelhecimento também influencie no funcionamento do tecido 

hematopoético. 

 Contrariamente às células ósseas, estudos mostram que a adipogênese medular é 

aumentada conforme o envelhecimento. Primeiramente mostrado em 1994 com modelos 

murínicos SAMP6, foi achado que não somente esses animais apresentavam uma 

osteoblastogênese reduzida, como também um aumento no número de adipócitos maduros na 

medula óssea (TAKAHASHI et al, 1994.; BETHEL et al, 2013). Posteriormente, esse achado 

se repetiu em humanos, quando Justesen et al (2001) compararam biópsias ósseas, mostrando 

uma maior presença de tecido adiposo em indivíduos mais velhos.  

 Como mencionado anteriormente, nosso grupo já demonstrou uma relação entre a 

transformação adipogênica vista em um modelo de desnutrição proteica como um fator que leva 

a falência do sistema hematopoético, portanto, existe uma relação íntima entre o tecido adiposo 

com o funcionamento medular (CUNHA et al, 2013). 

 Em suma, o ambiente medular hematopoético é um sistema de alta importância para a 

homeostase do organismo e a literatura relata que ele também é suscetível a alterações conforme 

o envelhecimento da espécie. A alta complexidade e o pouco conhecimento por trás dos efeitos 

da idade na medula óssea são fatores que tornam necessário mais estudos na área para elucidar 

a dinâmica dos mecanismos regulatórios da hematopoese. 

 

2.5 LINHAGEM CELULAR MURÍNICA DE LEUCEMIA MIELÓIDE AGUDA (C1498) 

 A leucemia mieloide aguda (LMA) é caracterizada como um distúrbio clonal maligno 

no qual células mieloides primitivas, possuindo defeitos genéticos, geram uma maturação e 

proliferação celular defeituosa (DRISS et al., 2017). Estas células leucêmicas se acumulam no 

ambiente medular hematopoético, eventualmente causando defeitos na hematopoese, 

resultando em trombocitopenia, linfopenia e anemia. Nesta patologia, a disfunção pode afetar 

as vias de diferenciação granulocíticas, monocíticas, eritrocíticas ou megacariocíticas, além 

também de haver a invasão de células leucêmicas no tecido sanguíneo e em órgãos não-linfoides 

(FORTHUN et al, 2016; MOPIN; DRISS; BRINSTER, 2016).  

 Para melhor compreender a fisiopatologia da LMA, além de também ter potencial na 

busca de novas terapias, modelos de transplantes em animais baseados na injeção de blastos 

leucêmicos ou de linhagens celulares leucêmicas em camundongos imunocomprometidos se 

torna uma ferramenta valiosa nessa área (BRADNER & PINDELL, 1966; DRISS et al, 2017). 

Neste contexto, o modelo murínico de células C1498 (figura 2) tem sido usado por décadas 

como um modelo de leucemia aguda, desde o isolamento das células cancerígenas feito em 
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1941, realizado a partir de um camundongo fêmea C57BL/6 (H-2b) com 10 meses de idade 

(MOPIN; DRISS; BRINSTER, 2016). 

 

   

Figura 2. Micrografia óptica de blastos leucêmicos da linhagem C1498. Na foto, é 

possível notar a alta relação núcleo-citoplasma, cromatina frouxa, nucléolos evidentes 

e citoplasma sem a presença de grânulos, mostrando assim aspectos pertencentes à 

blastos da linhagem linfoide. Embora a célula apresente estes aspectos, a célula 

pertença à linhagem mieloide. Coloração: May-Grünwald-Giemsa. Aumento: 1000X. 

 

 Embora as células C1498 sejam conhecidas como de leucemia aguda, a natureza dessa 

neoplasia ainda não é inteiramente conhecida. Em modelo murínico, elas foram descritas como 

capazes de induzir leucemia granulocítica, mielomonocítica ou também de células natural 

killers (GOLDIE et al, 1953.; GRAHAM; WELCH; PATCHEN, 1975.; LABELLE & TRUITT, 

2002). Partindo disto, Mopin, Driss e Brinster (2016) publicaram um protocolo para padronizar 

a caracterização da linhagem celular C1498, levando em consideração as limitações de técnicas 

como a imunofenotipagem por citometria de fluxo para essas células com poucos marcadores 

descritos na literatura.  

 Estudos mencionam a capacidade das células C1498 em inibir as células tronco 

hematopoéticas normais na medula óssea em murinos. Neste mesmo estudo de Quesenberry et 

al. (1978), foi notado uma diminuição na recuperação de progenitores granulocíticos quando 
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os blastos leucêmicos foram misturados com células de medula óssea normal em câmaras de 

difusão in vitro. Também foram notados efeitos inibitórios na produção de células diferenciadas 

puderam ser observados a partir de uma maior proporção de blastos para células normais, 

levando os autores a concluírem que as células leucêmicas inibem células normais da medula 

óssea a partir da liberação de uma substância inibitória difusível. 

 Nosso laboratório utilizou células C1498 para elucidar sobre o funcionamento de células 

tronco mesenquimais no ambiente hematopoético em situação de desnutrição proteica. Com 

base nisto, Hastreiter et al. (2021) investigou os efeitos dessa desnutrição na atividade 

regulatória do processo hematopoético de células tronco mesenquimais, sendo constatado que 

sobrenadantes de células tronco mesenquimais influenciavam na proliferação celular, visto que 

esses sobrenadantes obtidos de animais em desnutrição proteica aumentaram a proliferação de 

células C1498, bem como as modularam a partir da expressão do gene Ccnd1, responsável pela 

proteína ciclina D1, e também pela redução do gene Cdkn1b, que codifica a proteína p27, 

inibidora do ciclo celular. 

 Em outra pesquisa do nosso grupo utilizando células C1498, desta vez envolvendo 

células endoteliais medulares em condição de desnutrição proteica, verificou-se que o ciclo 

celular desses blastos estava alterado na desnutrição. Após 4 dias da infusão destas células, elas 

foram encontradas mais frequentemente na medula do grupo desnutrido quando comparado ao 

controle, porém, essas encontravam-se com menor capacidade proliferativa e, também de forma 

mais frequente, nas fases G0 e G1 do ciclo celular. Com isto, foi possível concluir que o ambiente 

hematopoético em situação de desnutrição proteica não é viável para sustentar a hematopoese 

(HASTREITER et al, 2020). 

 Com o avanço de pesquisas na área do ambiente hematopoético, evidências tem 

mostrado que células leucêmicas possuem a capacidade de remodelar a medula, de modo que 

favoreça o desenvolvimento da doença maligna (SHAFAT et al, 2017). Elucidando melhor o 

relacionamento entre células malignas com o estroma medular, Zhang et al (2022) 

demonstraram que células de LMA, incluindo a C1498, alteram o metabolismo energético de 

CTMs, além de também alterar a capacidade de diferenciação das CTMs, proporcionando maior 

adipogênese com adipócitos, células que estão relacionadas com a proliferação e sobrevivência 

de blastos leucêmicos (SHAFAT et al, 2017). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Tendo em vista que as CTMs influenciam a regulação da hematopoese e que o 

envelhecimento afeta o organismo de diversas formas, este trabalho teve como objetivo 

investigar como o envelhecimento afeta a regulação da hematopoese através das CTMs. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar o perfil de camundongos jovens e idosos, com base nos seus padrões de 

consumo de ração, consumo proteico e pela variação de massa corporal; 

• Investigar e comparar o perfil bioquímico (Proteínas totais, albumina, uréia, 

creatinina, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, colesterol e 

triglicerídios) e hematológico (hemograma e mielograma) entre animais jovens 

e idosos; 

• Definir as populações celulares presentes na medula óssea dos animais jovens e 

idosos através da citometria de fluxo; 

• Mensurar o secretoma e os níveis de expressão de RNAm, pelas CTM medulares 

de animais jovens e idosos, relacionados ao controle da hematopoese; 

• Estudar os efeitos das CTM medulares de camundongos jovens e idosos sobre a 

a hematopoese avaliando proliferação e migração celular; 

• Avaliar os efeitos das CTM medulares dos grupos controle e idoso sobre a 

regulação hematopoética de células C1498, através da ampliação de genes 

envolvidos na regulação da hematopoese. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

 Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, jovens (3 a 5 meses de 

idade) e idosos (18 e 19 meses de idade), todos isogênicos. Este projeto foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade 

de São Paulo (CEUA/FCF/USP), protocolo CEUA no 544. 

 

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Sangue Total e Soro 

 Os animais foram submetidos a anestesia utilizando cloridrato de quetamina (50 mg/Kg 

de massa corporal, Ketamina, Cristália) e cloridrato de xilazina (50 mg/Kg de massa corporal, 

Rompum, Bayer) por via intramuscular. Com isto, foi feita a coleta de sangue total com 

anticoagulante EDTA 10% para o hemograma e amostras foram também coletadas sem 

anticoagulante para obter o soro a fim de realizar as dosagens de proteínas totais, albumina, 

ureia, creatinina, AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase), 

colesterol e triglicerídeos.  As determinações foram realizadas no aparelho automatizado 

COBAS c501 (ROCHE).  O hemograma foi realizado no equipamento ABX Micros ABC Vet 

(Horiba ABX, Montpellier, França) e a contagem diferencial dos leucócitos foi realizada em 

extensões sanguíneas, coradas pela coloração de May Grunwald-Giemsa modificado 

(ROSENFELD, 1947). 

 Com intuito de identificar as populações sanguíneas, parte das amostras mencionadas 

anteriormente foram utilizadas para realizar a imunofenotipagem de células. As amostras foram 

marcadas com anticorpos por 15 minutos, utilizando 10 µL de cada anticorpo para os tipos 

celulares. Estes anticorpos foram diluídos em uma proporção de 1:200 com PBS, 1% de 

Albumina e 0.05% de Azida. As amostras foram incubadas por 20 minutos em temperatura 

ambiente sob proteção da luz. Em seguida, as células foram suspendidas novamente em 180 µL 

de PBS para serem processadas no citômetro de fluxo (FACSCalibur™, BD Biosciences, CA, 

EUA). Neste, foram utilizados os lasers de argônio 488 nm e diodo 633 nm. A emissão da 

fluorescência foi captada nos canais correspondentes: Isotiocianato de Fluoresceína (FITC: FL-

1), Ficoeritrina (PE: FL-2), Ficoeritrina/Cianina 7 (PECy7: FL-3) e Aloficocianina (APC: FL-

4). Ao todo, foram capturados de 50.000 a 300.000 eventos. A análise dos dados obtidos através 
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da citometria foram analisados utilizando o programa FlowJo® 10 (Tree Star©, Nova Iorque, 

EUA). Detalhes sobre os anticorpos utilizados podem ser encontrados na tabela 1. 

 

4.2.2 Mielograma e Imunofenotipagem Medular 

Após anestesiados conforme descrito anteriormente, os animais foram exsanguinados e 

submetidos à eutanásia por deslocamento cervical. Em seguida, o fêmur foi seccionado entre a 

articulação fêmur-ilíaca e fêmur-tibial para lavagem da cavidade femural e das tíbias utilizando 

2 mL de meio DMEM baixa glicose (Cultilab®, Campinas, Brasil), a fim de obter a suspensão 

celular. Esta foi mantida em tubos Falcon no gelo para realização do mielograma e cultura 

celular. Uma alíquota deste material foi diluída em líquido de Turk para a contagem de células 

nucleadas na câmara de Neubauer. Lâminas de citocentrifugado (Incibrás®, Brasil) foram 

confeccionadas e também coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa modificado 

(ROSENFELD, 1947) para a contagem diferencial.  

 Para a identificação das diferentes populações de células hematopoéticas, foram 

utilizados anticorpos conjugados com os fluorocromos FITC, PE, PECy7 e APC, por quais 

foram analisadas 3 x 106 células/amostra. O preparo de amostras com os seus anticorpos seguiu 

conforme descrito no item 4.2.1, detalhes sobre os anticorpos utilizados para as populações de 

células medulares encontra-se disponível na tabela 1.  

 Na imunofenotipagem de células hematopoéticas, foram utilizados como marcadores 

uma variedade de anticorpos e um marcador de viabilidade (FVS780, BD Biosciences, Nova 

Jersey, EUA). As populações celulares avaliadas foram: CTH (Lin−Flk2−Thy1.1lowSca-1+c-

Kit+CD34-), MPP (Lin−Flk2−Thy1.1lowSca-1−c-Kit+), CLP (Lin−Il7rlowc-Kit+Sca-1+), CMP 

(Lin−Il7r−c-Kit+Sca-1−CD34+CD16/32low), GMP (Lin−Il7r−c-Kit+Sca-1−CD34+CD16/32high), e 

MEP (Lin−Il7r−c-Kit+Sca-1−CD34−CD16/32low).  

 

ANTICORPOS POPULAÇÃO   

CD34 (RAM34, FITC), IL7rα (SB/199, FITC), Sca-1 (D7, FITC), 

CD11b (M1/70, FITC) CD3 (145-2C11, PE), CD11b (M1/70, PE), 

Ter119 (TER119, PE), Ly6G (RB6-8C5, PE), CD19 (MB19-1, PE), 

Flk2 (A2F10.1, PE), IL7rα (SB/199, PE) e Sca-1 (D7, PE) CD16/32 

(2.4G2, PECy7), Thy1.1 (OX-7, PECy7) e Sca-1 (D7, PECy7) c-Kit 

(2B8, APC) e F4/80 (BM8, APC) 

Linhagens 

Hematopoéticas 
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CD3 (145-2C11, FITC), CD4 (RM4-5, PE), CD8 (SK1, PE) B220 

(RA3-6B2, PE), CD49b (DX5, APC), NK.1.1 (PK136, PE), CD11b 

(M1/70, FITC), F4/80 (BM8, APC), Gr-1 (RB6-8C5, PE) 

Células do 

Sangue Periférico 

  

CD14 (Sa2-8, PE), CD34 (RAM34, PE), CD45 (RA3-6B2, FITC), 

CD90 (PE), CD271 (C40-1457, FITC), CD73 (AD2, PE) e CD105 (266, 

FITC) 

Célula Tronco 

Mesenquimal 

  

Tabela 1: Relação de populações celulares estudadas e seus respectivos anticorpos utilizados 

na imunofenotipagem.  

 

4.2.3 Coleta, Isolamento e Caracterização de CTMs 

 O isolamento das CTMs dos animais foi realizado de acordo com a metodologia descrita 

por Friedstein et al (1976), baseada na capacidade dessas células possuem em aderir ao plástico 

em meio de cultura com baixa concentração de glicose, também livrando-as de outras células 

que necessitam de altas concentrações de glicose para sobreviver (COLTER et al, 2000). Após 

a obtenção das células da medula óssea, as CTMs dos animais pertencentes ao grupo controle 

e idoso foram isoladas e cultivadas em atmosfera umidificada (95%), a 37oC e 5% de CO2. O 

crescimento e a morfologia das CTMs foram monitorados a cada 48 horas em microscópio 

invertido e o meio de cultura foi trocado no 3o, 7o e 14o dia após seu isolamento da medula 

óssea.  

 A caracterização destas células estromais foi feita por citometria de fluxo. Para a 

confirmação do fenótipo da CTM, as culturas celulares foram centrifugadas por 10 minutos a 

300g em temperatura ambiente. Efetuada a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet celular suspendido novamente em 400μL de PBS, pH 7,2 e com 2 a 5 μL de anticorpos 

para cada 1 x 106 células/mL. Em seguida, foi realizada incubação por 20 minutos, em 

temperatura ambiente.  

 Posteriormente, o sedimento celular foi centrifugado por 10 minutos a 300g, na mesma 

temperatura. O sobrenadante então foi desprezado e o sedimento suspenso novamente em 

500μL de PBS, sendo realizada a centrifugação por 10 minutos a 300g, em temperatura 

ambiente. Após uma nova lavagem, foram adicionados 400μL de PBS em pH 7,2 e realizadas 

as aquisições em citômetro de fluxo. A relação de anticorpos utilizados está disponível na tabela 

1, sendo feito controle negativos por fluorescence minus one (FMO). Após a marcação com os 
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anticorpos, o perfil fenotípico dessas células foi obtido por citometria de fluxo (BD FACSCanto 

II®, BECTON DICKSON, San Jose, EUA) e analisado pelo software FlowJo®10 (Tree Star 

Inc., Ashland, EUA). 

 Além da citometria, foi avaliada também a capacidade de diferenciação das CTMs 

(dados não mostrados) usando o kit Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional Identification 

(Catálogo SC010 – R&D Systems, Abingdon, Reino Unido). As CTMs obtidas foram 

cultivadas em placas de 24 poços e submetidas a diferenciação em adipócitos, condrócitos e 

osteócitos (HASTREITER et al, 2021).  

Para a linhagem adipocítica, 3,7 x 104 células foram semeadas nos poços e mantidas por 

24 horas em meio de cultura fornecido com o kit. Passado o período, todo o meio de cultura foi 

removido e em seguida foram adicionados 500 µL de meio α-MEM suplementado com 10% de 

SBF e 1% de suplemento adipogênico (fornecido com o kit) para induzir a diferenciação em 

adipócitos. A diferenciação foi confirmada através de imunocitoquímica com o anticorpo 

FABP4, fornecido no kit. 

 A diferenciação para a linhagem óssea (osteoblastos) foi feita através do cultivo de 7,4 

x 103 células tratadas com 1 µg/mL de fibronectina. Em seguida, foi mantido o cultivo com 

meio α-MEM conforme descrito anteriormente, dessa vez utilizando suplemento osteogênico 

fornecido com o kit. O período para diferenciação de CTMs em osteoblastos foi de 14 dias. Em 

seguida, foi avaliada a morfologia das células através de microscopia de contraste de fase com 

a coloração vermelho de alizarina, além de também confirmar a diferenciação por 

imunocitoquímica. 

 Para realizar a diferenciação em condrócitos, foram semeadas 2,5 x 105 células em 

tubos. Estas células foram cultivadas por 24 horas em meio fornecido com o kit e, passado o 

período, o meio foi removido para adicionar o meio de indução com suplemento condrogênico 

1%. O período de diferenciação durou 21 dias. Em seguida, o pellet foi fixado com 4% 

paraformaldeído para criosecção. A morfologia do tecido formado foi avaliada pela coloração 

das criosecções com azul de toluidina.  

Adicionalmente, as CTMs foram avaliadas quanto ao perfil de senescência celular 

(dados não mostrados. DA SILVA et al, 2022). Para isto, 1 x 105 CTMs/mL foram cultivadas 

durante 24h utilizando o kit de β-galactosidade (Cell Signaling Technology Inc, EUA) seguindo 

as instruções do fabricante. 
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4.2.4 Avaliação de Citocinas Produzidas por CTMs 

 Para investigar se o envelhecimento é capaz de afetar as CTMs no âmbito de produção 

de citocinas envolvidas na regulação da hematopoese, foram coletados os sobrenadantes das 

mesmas para dosar a produção de CXCL12, SCF, IL-6, IL-11, NOS e IL-3 por ELISA (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay) (Quantikine® ELISA, R&D Systems, Abingdon, Reino Unido), 

seguindo as orientações do fabricante. 

 

4.2.5 Expressão Relativa de mRNA de CTMs 

 Após o cultivo das CTM feito o preparo de amostras para análise de expressão relativa 

de RNA mensageiro (mRNA). Com isto, foi extraído o RNA total utilizando o kit de extração 

RNeasy (Qiagen, Germantown, MD, EUA), segundo as recomendações do fabricante. O RNA 

total foi transcrito reversamente em cDNA (DNA complementar) com o kit de transcrição 

reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Estas 

amostras foram amplificadas no TaqMan fast advanced master mix (Applied Biosystems), 

utilizando o Rn18s (Mm03928990_g1) como controle interno. Como genes de interesse, foram 

adotados aqueles com relação no processo de regulação hematopoética: sp7 

(Mm04209856_m1), Ppar-γ (Mm01184322_m1), Angpt1 (Mm00456503_m1), Csf3 

(Mm00432735_m1), Nos (Mm00440502_m1), mTORC1 (00444968_m1), Akt1 

(Mm01331626_m1) e Cdh2 (Mm01162497_m1).  

 A expressão gênica foi avaliada pela reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(PCR) utilizando o equipamento Step One Plus™ (Applied Biosystems, Foster City, CA). O 

volume total de reação de 10 L foi composto de 1,0 μL de cDNA, 5,0 l de TaqMan® Fast 

Universal Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA), 0,5 L de cada iniciador (sense 

e antisense) marcado com sonda FAM e referência passiva ROX – e 3,5 L de água livre de 

DNase e RNase. As condições de ciclagem foram: pré-incubação por 2,0 minutos a 50C e por 

20 segundos a 95C para desnaturação das dupla-fitas de cDNA, seguido de 40 ciclos de 01 

segundo a 95C e 20 segundos a 60C. 

 Os valores quantitativos da expressão gênica foram obtidos pelos valores do Ct, 

caracterizado pelo início da amplificação do produto de PCR.  Para a quantificação da 

expressão gênica, foi empregado o método de quantificação relativa (LIVAK e SCHMITTGEN, 

2001) segundo a fórmula: Taxa de expressão relativa = 2-(ΔCt amostra – ΔCt calibrador) = 2-ΔΔCt. O ΔCt 

foi obtido pela subtração da média dos Cts do gene de interesse pela média geométrica dos Cts 

do controle endógeno para a normalização dos dados. A média geométrica do ΔCt das CTMs 
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do grupo controle foi utilizada como calibrador, empregada como base para resultados 

comparativos. 

 

4.2.6 Efeitos das CTMs sobre a Proliferação Celular de C1498 

 Para avaliar os efeitos das CTMs sobre a proliferação celular, células da linhagem 

C1498 foram cultivadas na concentração de 2 x 105/mL em placas de 24 poços com 

sobrenadante de CTMs e DMEM (baixa glicose, Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil) 

suplementado com 10% SBF (Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil) e 0,1% penicilina (100 

UI/mL) e estreptomicina (100 mg/mL) (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA). Após 24 horas de 

cultura as células foram coletadas e contadas manualmente em câmera de Neubauer. Os 

resultados foram atribuídos em porcentagem em relação ao número de células inicialmente 

semeadas.  

 

4.2.7 Efeitos das CTMs Sobre a Migração Celular de Células C1498 

 Para avaliar os efeitos das CTMs sobre a migração de células C1498, foram cultivadas 

1 x 106 células C1498 em placas de 24 poços contendo poços tipo transwell de 12mm de 

diâmetro e poro de 8µm. Na camada superior do transwell, foi adicionado a quantidade de 

células mencionada em 300 µL de meio DMEM sem suplementação com soro bovino fetal. Na 

câmara inferior, foram adicionados 300 µL de meio condicionado de CTMs ou DMEM sem 

SBF (controle negativo). A placa foi incubada durante 6 horas e, passado este período, as células 

que migraram para a camada inferior foram coletadas, coradas em azul de trypan e contadas em 

câmara de Neubauer. A figura 3 ilustra o sistema experimental. 
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Figura 3. Ilustração demonstrando como o sistema para avaliar migração celular 

foi montado. Células foram colocadas em transwells com poro de 8µm e deixadas 

migrar por um período de 6 horas. Passado este período, as células na câmara 

inferior foram coletadas e contadas em câmara de Neubauer. Figura feita 

utilizando o BioRender®. 

 

4.2.8 Efeito de CTMs Sobre a Regulação Hematopoética de Células C1498 

Para avaliar a regulação das CTMs sobre as células C1498, foram preparadas culturas 

condicionadas de células C1498 (TIB-49, ATCC) com o sobrenadante de CTMs de ambos 

os grupos. Esta cultura condicionada foi incubada durante 24 horas utilizando 1 x 106 células 

C1498/mL cultivadas em meio DMEM baixa glicose (Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil) 

suplementado com 10% de SBF (Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil), 100 UI/mL de 

penicilina G sódica (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma-

Aldrich®, St. Louis, EUA) em placas de cultura de 24 poços. Passadas as 24 horas, o 

sobrenadante foi coletado para realizar a extração de RNA e transcrição desse em cDNA, 

conforme descrito anteriormente.  

As amostras de cDNA foram amplificadas utilizando o TaqMan Universal Master Mix 

com os seguintes primers: Ccne1 (Mm01266311_m1), Cdkn1a (Mm00432448_m1), Sox2 

(Mm03053810_s1), Nanog (Mm02019550_s1), Pou5f1 (Mm03053917_g1), Gata3 

(Mm02019550_s1), Spi1 (Mm02019550_s1), Cxcr4 (Mm01292123_m1), Cebpa 

(Mm02019550_s1) e Akt1 (Mm00437444_g1). O Gapdh (Mm99999915_g1) foi utilizado 

como controle endógeno e todos os primers foram adquiridos através da Applied Biosystems 

(Apllied Biosystems, Carlsbad, EUA). 
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 A determinação da expressão dos avaliados foi feita por PCR em tempo real e 

comparados pelo método do 2-ΔΔCt, conforme descrito anteriormente.   

  

4.2.9 Análise Estatística 

 Os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism 9.1.2 

(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Os dados foram primeiramente submetidos ao 

teste de normalidade e classificados em paramétricos ou não paramétricos pela aderência à 

curva Normal (curva Gaussiana). Posteriormente, os dados obtidos foram comparados 

utilizando o teste T de Student. O nível de significância adotado para a análise estatística foi de 

5% (p-valor < 0.05). 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DO MODELO 

 

5.1.1 Consumo de Ração 

Após a passagem dos dias de adaptação, os animais foram separados em grupo controle, 

composto por camundongos de idade entre 3 a 5 meses, e grupo idoso, constituído por animais 

com 18 e 19 meses de idade. A figura 4 mostra o padrão de consumo de ração entre os grupos 

comparados. Durante o período do estudo, pode-se notar que não houve diferença significativa 

no consumo de ração entre animais jovens e idosos. 

 

 

Figura 4. Consumo de ração entre animais dos grupos controle (n = 10) e idoso (n = 10) em 

gramas por dia. Variáveis não apresentaram diferença significativa quando comparadas pelo 

teste T de Student. Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio padrão. ns: não 

significativo. 

 

5.1.2 Consumo de Proteína 

Durante o período do estudo, os animais do grupo controle e idoso ingeriram 

quantidades similares de proteína diariamente, não apresentando diferenças nos padrões de 

consumo proteico. A figura 5 representa os níveis de consumo proteico nos grupos estudados. 

O cálculo de consumo proteico foi baseado na dosagem de proteínas em cada lote de ração 

utilizada. 
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Figura 5. Consumo de proteína entre animais do grupo controle (n = 10) e idoso (n = 10). 

Variáveis não apresentaram diferença significativa quando comparadas pelo teste T de Student. 

Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio padrão. ns: não significativo. 

 

5.1.3 Variação de Massa Corpórea  

 Durante o acompanhamento dos animais, foi realizada o acompanhamento da massa 

corporal conforme o período de envelhecimento. A figura 6 mostra o percentual de variação da 

massa corpórea dos animais através de uma relação entre o peso inicial do animal com a massa 

durante o experimento. De modo geral, não foi vista uma alteração significativa na variação da 

massa. 

 

 

Figura 6. Variação de massa corporal entre animais do grupo controle (n = 10) e idoso (n = 10). 

A variação foi calculada através de uma relação entre massa inicial dos animais com suas 

respectivas massas durante o experimento. Variáveis não apresentaram diferença significativa 

quando comparadas pelo teste T de Student. Os resultados foram expressos na forma de média 

± desvio padrão. ns: não significativo. 
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5.2 AVALIAÇÃO BIOQUÍMICA 

 

5.2.1 Proteínas Totais 

 Foi realizada a dosagem de proteínas totais entre os grupos de animais estudados. A 

figura 7 representa as médias obtidas nos grupos controle e idoso. Não foi notada uma diferença 

significante durante a comparação. 

 

Figura 7. Níveis de proteínas totais nos animais do grupo controle (n = 10) e idoso (n = 10). 

Variáveis não apresentaram diferença significativa quando comparadas pelo teste T de Student. 

Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio padrão. ns: não significativo. 

 

5.2.2 Albumina 

 Comparando o grupo controle com o grupo idoso, notou-se uma diferença significativa 

(p-valor = 0.0143, Intervalo de Confiança 95% - IC95% = -0.5325 a -0.06752) nos níveis de 

albumina sérica. A figura 8 mostra como o grupo controle (n = 10) apresentou uma 

concentração média de Albumina igual a 3.270 ± 0.287 g/dL (média ± desvio padrão), enquanto 

o grupo idoso apresentou níveis de 2.970 ± 0.200 g/dL. 
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Figura 8. Níveis sorológicos médios de Albumina sérica em gramas por decilitro comparado 

entre o grupo controle (n = 10) e idoso (n = 10). Para comparação entre grupos, foi adotado o 

teste T de Student. Variáveis foram expressas na forma de média ± desvio padrão e apresentaram 

diferença significativa, onde * representa valor significativo para p-valor < 0.05. 

 

5.2.3 Uréia 

 Na comparação dos níveis séricos de ureia, não foi notada uma diferença significativa 

entre o grupo controle e grupo idoso. A figura 9 mostra os níveis de Ureia obtidos nos grupos 

estudados. 

 

Figura 9. Níveis séricos médios de Ureia em gramas por decilitro quantificados nos animais de 

grupo controle (n = 10) e idoso (n = 10). Variáveis não apresentaram diferença significativa 

quando comparadas pelo teste T de Student. Os resultados foram expressos na forma de média 

± desvio padrão. ns: não significativo. 
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5.2.4 Creatinina 

 Comparando os níveis séricos de Creatinina entre o grupo controle e grupo idoso, não 

foi notada diferença significativa. A figura 10 representa os valores médios de creatinina 

obtidos nos grupos. 

 

Figura 10. Valores médios de creatinina sérica em grama por decilitro obtidos nos grupos 

controle (n = 10) e idoso (n = 10). Variáveis não apresentaram diferença significativa quando 

comparadas pelo teste T de Student. Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio 

padrão. ns: não significativo. 

 

5.2.5 Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT) 

 Avaliando a função hepática dos animais, foi feita a mensuração dos níveis de AST e 

ALT, comparando o grupo controle com o grupo idoso. Para AST, não foi vista diferença entre 

os grupos. Entretanto, os níveis de ALT diferiram de maneira significativa (p-valor = 0.0128; 

Intervalo de Confiança 95% - IC95% = -11.09 a -1.509). Para os níveis de ALT, os animais do 

grupo controle apresentaram valores de 37.80 ± 3.327 U/L (média ± desvio padrão), enquanto 

o grupo idoso apresentou níveis de 31.50 ± 6.399 U/L (média ± desvio padrão). A figura 11 

representa os valores obtidos entre os grupos, bem com suas comparações. 
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Figura 11. Valores médios de AST e ALT séricas em unidades por litro obtidas nos grupos 

controle (n = 10) e idoso (n = 10). Para comparação entre grupos, foi adotado o teste T de 

Student. Não foi vista diferença significativa quando comparado os níveis de AST entre os 

grupos estudados, porém, os níveis de ALT apresentaram diferença significativa, onde * 

representa valor significativo para p-valor < 0.05. As variáveis foram representadas na forma 

de média ± desvio padrão. ns: não significativo. 

 

5.2.6 Colesterol 

 Comparando os níveis de colesterol sérico entre os grupos controle e idoso, foi notada 

diferença significativa (p-valor = 0.0003; Intervalo de Confiança 95% - IC95% = 13.48 a 

37.52). No grupo controle (n = 10), foi observado níveis de colesterol de 119.2 ± 12.37 mg/dL 

(média ± desvio padrão), enquanto que o grupo idoso (n = 10) apresentou valores de 144.7 ± 

13.20 mg/dL (média ± desvio padrão). A figura 12 representa os valores obtidos e a comparação 

realizada. 
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Figura 12. Mensuração dos níveis séricos de colesterol em miligramas por decilitro nos animais 

do grupo controle (n = 10) e idoso (n = 10). As variáveis foram comparadas pelo teste T de 

Student e apresentaram diferença estatística significativa, onde *** representa um p-valor ≤ 

0.001. Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio padrão. 

 

5.2.7 Triglicerídeos  

 Para os níveis de triglicerídeos, os grupos controle (n = 10) e idoso (n = 10) apresentaram 

diferença significativa (p-valor = < 0.0001; Intervalo de Confiança 95% - IC95% = -16.12 a -

7.879). O grupo controle apresentou níveis de triglicerídeos de 63.70 ± 5.272 mg/dL (média ± 

desvio padrão), enquanto que o grupo idoso apresentou valores de 51.70 ± 3.268 mg/dL (média 

± desvio padrão). A figura 13 representa os valores médios obtidos nos grupos, assim como a 

comparação realizada. 

 

Figura 13. Valores médios de triglicerídeos em miligrama por decilitro obtidos nos grupos 

controle (n = 10) e idoso (n = 10). Variáveis foram comparadas pelo teste T de Student e 

apresentaram diferença significativa, onde **** representa um p-valor < 0.0001. Os valores 

foram representados na forma de média ± desvio padrão.  
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5.3 AVALIAÇÃO HEMATOLÓGICA 

 

5.3.1 Hemograma 

 Apesar do envelhecimento, não foi notada diferença significativa em nenhum dos 

parâmetros hematológicos analisados entre os animais do grupo controle (n = 10) e grupo idoso 

(n = 10). Os resultados do hemograma estão representados na tabela 2. 

 

Parâmetros Grupo Controle (n = 10) Grupo Idoso (n = 10) p-valor 

Eritrograma  

  Hemácias (x106/mm3) 5.906 ± 1.490 5.348 ± 0.935 ns 

  Hemoglobina (g/dL) 8.540 ± 2.068 7.820 ± 1.520 ns 

  Hematócrito (%) 25.77 ± 6.340 24.41 ± 1.422 ns 

Leucograma  

  Leucócitos (/mm3) 1.710 ± 0.463 1.600 ± 0.527 ns 

    Neutrófilos 424.1 ± 340.4 325.2 ± 202.3 ns 

    Eosinófilos 10.80 ± 18.07 16.00 ± 17.81 ns 

    Monócitos 48.20 ± 30.71 30.80 ± 36.48 ns 

    Linfócitos 1280 ± 393.2 1231 ± 599.8 ns 

 

Tabela 2. Valores obtidos a partir da realização do hemograma em animais do grupo controle 

(n = 10) e grupo idoso (n = 10). Para comparação, foi adotado o teste T de Student, o qual não 

detectou nenhuma diferença estatística significante entre os parâmetros analisados. Os valores 

estão representados na forma de média ± desvio padrão. ns: não significativo. 

 

5.3.2 Mielograma 

 Verificando os aspectos hematológicos da medula óssea, pode-se notar que o grupo 

idoso (n = 6) apresentou diferença significativa quando comparado ao grupo controle (n = 6) 

na contagem total de células, tendo uma média de 11.07 ± 0.53 x106 células/mL comparado a 

14.8 ± 0.18 x106 células/mL no grupo controle.   

Também houve diferença no número de precursores granulocíticos, onde o grupo idoso 

apresentou valores médios de 6.22 ± 0.23 x105 células/mL, comparado a 4.55 ± 0.21 x105 

células/mL do grupo controle. Os precursores eritroblásticos no grupo idoso apresentaram 

valores de 4.79 ± 0.58 x105 células/mL comparado a 6.03 ± 0.36 x105 células/mL no grupo 

controle.  
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Na contagem de eritroblastos maduros também houve diferença significativa, com o 

grupo idoso apresentando 24.89 ± 4.89 x105 células/mL comparado a 36.12 ± 1.35 x105 

células/mL no grupo controle. Todos os valores previamente mencionados foram representados 

na forma de média ± desvio padrão. 

A tabela 3 representa os valores médios obtidos no mielograma. 

 

Parâmetros 
Controle 

n=6 

Idoso 

n=6 

Total de Células (x106/mL) 14,8±0,18 11,07±0,53* 

Blastos (x105/mL) 2,96±0,48 2,78±0,03 

Granulócitos (x105/mL)   

Precursores 4,55±0,21 6,22±0,23* 

Bastonetes 9,51±0,78 7,73±1,40 

Segmentados 37,42±2,37 36,84±9,41 

Eosinófilos 2,76±0,67 2,89±1,32 

Precursores Eritroblásticos (x105/mL) 6,03±0,36 4,79±0,58* 

Eritroblastos Maduros (x105/mL) 36,12±1,35 24,89±4,89* 

Linfócitos (x105/mL) 20,71±2,23 19,30±1,75 

Monócitos (x105/mL) 0,27±0,09 0,14±0,1 

 

Tabela 3. Valores de contagem celular obtidas através do mielograma realizado em animais do 

grupo controle (n = 6) e idoso (n = 6). Valores estão representados na forma de média ± desvio 

padrão e foram comparados através do teste T de Student, onde * representa diferença estatística 

entre os grupos comparados. 

 

5.4 CITOMETRIA DE FLUXO  

 

5.4.1 Imunofenotipagem de Células do Sangue Periférico 

 Foi realizada a análise de células do sangue periférico de animais do grupo controle e 

idoso através da citometria de fluxo. A figura 14 representa as estratégias utilizadas na análise. 

Os Linfócitos T citotóxicos foram definidos como CD3+CD4-CD8+, Linfócitos T auxiliares 

como CD3+CD4+CD8-, Linfócitos B como B220+ e células natural killers como 

CD49b+NK1.1+ 
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Figura 14. Estratégia de análise de populações celulares do sangue periférico de animais do 

grupo controle e idoso. A) Gating de células CD3+. B) Gating de Linfócitos T citotóxicos 

CD3+CD4-CD8+ e Linfócitos T auxiliares CD3+CD4+CD8-. C) Gating de Linfócitos B B220+. 

D) Gating de CD49b+NK1.1+. 

 

A figura 15 denota a estratégia para identificar, em animais do grupo controle e idoso, 

os granulócitos, definidos como CD11b+Gr-1+ e monócitos, definidos como CD11b+F4/80+. 
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Figura 15. Estratégia de análise para granulócitos e monócitos de sangue periférico de animais 

do grupo controle e idoso. A) Gating de monócitos CD11b+F4/80+. B) Gating de granulócitos 

CD11b+Gr-1+. 

 

Foi notado que o grupo idoso (n = 6) apresentou um menor número de Linfócitos 

CD3+CD8+, Linfócitos B220+ e Monócitos CD11b+F4/80+ quando comparado ao grupo 

controle (n = 12). Contrariamente, foram identificadas mais células NK1.1+CD49b+ e 

Granulócitos CD11b+Gr-1+ entre os animais idosos comparado aos animais do grupo controle. 
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Figura 16. Populações celulares do sangue periférico analisadas através de citometria de fluxo. 

Valores estão representados na forma de média ± desvio padrão e foram comparados através do 

teste T de Student. * representa significância estatística para p-valor < 0.05; ** para p-valor < 

0.01. ns: não significativo. 

 

5.4.2 Imunofenotipagem de Células da Medula Óssea 

 Foram separadas amostras destinadas à citometria de fluxo. A figura 17 representa a 

estratégia de análise realizada para a identificação da população de CTH. As CTH foram 
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definidas com através dos seguintes marcadores de superfície: Lin-c-kit+Sca-1-Flk2-CD90+ Lin-

c-kit+Sca-1+Flk2-CD90+. 

 

 

Figura 17. Estratégia de análise para obtenção da população de CTH residentes na medula 

óssea de animais do grupo controle e idoso. A) Gating da população total de células na amostra. 

B) Gating para obter células individuais. C) Gating de populações de células com marcadores 

Lin-Flk2-CD90+. D) Gating de células com marcadores c-kit+Sca-1+ e c-kit+Sca-1-. 

 

 Na Figura 18 estão ilustradas as estratégias de análise para as populações de precursores 

hematopoéticos e de granulócitos, monócitos e eritrócitos presentes na medula óssea de animais 

do grupo controle e idoso. A população de Progenitores Megacariocíticos-Eritroides foi 

definida como Lin-c-kit+IL-7R-CD34-CD16-; Progenitores Mieloides Comuns como Lin-c-

kit+IL-7R-CD34+CD16-; Progenitores Grânulo-Monocíticos como Lin-c-kit+IL-7R-
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CD34+CD16+. Para a população de células maduras, os granulócitos foram definidos como 

CD11b+Gr-1+, monócitos como CD11b+F4/80+ e eritrócitos como Ter119+. 

 

 

Figura 18. Estratégia de análise de populações de células precursoras e maduras na medula 

óssea de animais do grupo controle e idoso. A) Gating de populações Lin-c-kit+IL-7R-. B) 

Gating de populações de células progenitoras, MEP: Lin-c-kit+IL-7R-CD34-CD16-; CMP: Lin-

c-kit+IL-7R-CD34+CD16-; GMP: Lin-c-kit+IL-7R-CD34+CD16+. C) Gating de populações de 

granulócitos CD11b+Gr-1+. D) Gating de populações de monócitos CD11b+F4/80+. E) Gating 

de populações de eritrócitos Ter119+. 
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Na figura 19 é representada a estratégia de análise para células da linhagem linfoide do 

grupo controle e idoso. O Progenitor Linfoide Comum foi definido como Lin-c-kit+Sca-1+IL-

7R+; Linfócitos B como B220+; Linfócitos T citotóxicos/auxiliares como CD3+; células natural 

killers como CD49b+NK1.1+. 

 

Figura 19. Estratégia de análise de populações de células de animais do grupo controle e idoso 

pertencentes a linhagem linfoide. A) Gating de células Lin-IL-7R+. B) Gating de PLC, Lin-c-

kit+Sca-1+IL-7R+. C) Gating de Linfócitos B, B220+. D) Gating de Linfócitos T 

citotóxicos/auxiliares, CD3+. E) Gating de células natural killers, CD49b+NK1.1+. 
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Para quantificar as células presentes na medula óssea, foi feito uso da citometria de fluxo 

utilizando marcadores de superfície específicos para cada linhagem celular. As figuras 20 e 21 

mostram o quantitativo de células encontradas, bem como a comparação entre os grupos 

controle (n = 12) e grupo idoso (n = 12). 

Como já esperado, o grupo idoso apresentou um aumento significativo no número de 

CTH, na população de Progenitores Grânulo-Monocíticos e na de células natural killers. 

Inversamente, foi notada uma queda acentuada no populacional de Progenitores Linfoides 

Comuns, Linfócitos B e Eritrócitos. 
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Figura 20. Populações celulares da medula óssea analisadas através de citometria de fluxo. 

Valores estão representados na forma de média ± desvio padrão e foram comparados através do 

teste T de Student. * representa significância estatística para p-valor < 0.05; ** para p-valor < 

0.01. ns: não significativo. 
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Figura 21. Populações celulares da medula óssea analisadas através de citometria de fluxo. 

Valores estão representados na forma de média ± desvio padrão e foram comparados através do 

teste T de Student. * representa significância estatística para p-valor < 0.05; ** para p-valor < 

0.01 e *** para p-valor < 0.001. ns: não significativo. 

 

5.4.3 Imunofenotipagem de CTMs 

 Para avaliar a população de CTM presente na medula óssea, as células foram obtidas 

conforme descrito no item 4.2.3. As células foram isoladas baseando-se no princípio de não 
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aderência ao plástico conforme postulado por Friedstein (1976). Após a coleta, as células foram 

cultivadas em atmosfera umidificada (95%), a 37oC e 5% de CO2, sendo monitorada sua 

morfologia através do uso de microscopia invertida e a capacidade de diferenciação em 

adipócitos, condrócitos e osteoblastos (dados não mostrados). 

Caracterizando a população de CTM medulares, essas células mostraram-se marcadas 

positivamente para CD90, CD73 e CD105, estando marcadas negativamente para CD45, CD34 

e CD14. A figura 22 mostra a estratégia de análise das CTM no grupo controle e no grupo 

idoso. 

 

 

Figura 22. Estratégia de análise por imunofenotipagem para obtenção de populações de CTM 

de animais do grupo controle e grupo idoso. As células foram separadas em gates CD45-CD90+, 

CD34-CD45-, CD45-CD14- e CD105+CD73+. 
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 Foi realizada a comparação no grau de expressão de marcadores de superfície 

característicos de CTM entre os animais do grupo controle e do grupo idoso. A figura 23 

demonstra os valores médios obtidos nos dois grupos para os marcadores CD45, CD34, CD14, 

CD90, CD73, CD105 e CD271. Dentre os marcadores analisados, grande maioria não 

apresentou uma diferença significante quando comparado entre o grupo controle e o grupo 

idoso, com exceção do marcador CD73, que esteve expresso em menor quantidade nos animais 

idosos, apresentando uma média de 84,58 ± 3,989, comparado a 90,35 ± 4,452 nos animais 

jovens (p-valor: 0.0398, Intervalo de Confiança 95% - IC95 de -11,20 a -0,3289). 
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Figura 23. Quantificação de marcadores de superfície utilizados para caracterizar as CTM de 

animais do grupo controle (n = 6) e idoso (n = 6). Valores estão representados na forma de 

média ± desvio padrão e foram comparados utilizando o teste T de Student. * representa 

significância estatística para p-valor < 0.05. ns: não significante. 
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5.5 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO SOBRE AS CTMs 

 

5.5.1 Produção de Citocinas pelas CTMs 

 O processo hematopoético depende de vários fatores solúveis que podem ser 

encontrados dispersos no microambiente medular. Alguns destes fatores são reconhecidamente 

produzidos pelas CTMs medulares. Diante disto, buscando avaliar como o envelhecimento 

pode influenciar no secretoma de CTMs, foram avaliados os níveis dos fatores solúveis que 

influenciam a regulação hematopoética de maneira direta, sendo escolhidos os fatores CXCL12, 

SCF, IL-6, IL-11 e IL-3. A figura 24 mostra as concentrações encontradas destes fatores de 

interesse, bem como a comparação entre os grupos de animais controle e idosos. 

 Quando comparado com as CTMs obtidas de animais pertencentes ao grupo controle, 

as CTMs envelhecidas mostraram um secretoma com maiores concentrações de CXCL-12 (p-

valor < 0.05; IC95 de 3.866 a 106.5), SCF (p-valor < 0.05; IC95 de 0.9855 a 39.14) e IL-6 (p-

valor < 0.0001; IC95 de 556.6 a 1164.0), enquanto houve uma menor secreção de IL-11 (p-

valor < 0.0001; IC95 de -38.55 a -19.27). Dentre os fatores solúveis analisados, a IL-3 (p-valor 

= 0.8582; IC95 de -17.79 a 15.09) foi a única que não apresentou uma diferença com 

significância estatística quando comparada entre os grupos. 
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Figura 24. Quantificação de fatores solúveis produzidos por CTMs obtidas de animais jovens 

(n = 6) e envelhecidos (n = 6). Valores estão representados em forma de média ± desvio padrão 

e foram comparados através do teste t de Student. * representa significância estatística para p-

valor < 0.05 e **** para p-valor < 0.0001. ns: não significante.  

 

5.5.2 Expressão de Genes Envolvidos na Regulação de CTMs 

 Pelo fato de as CTMs serem células de caráter multipotente e por possuírem inúmeros 

papeis regulatórios através da secreção de fatores solúveis, foram feitos ensaios de expressão 

gênica para genes relacionados à diferenciação e regulação da medula óssea (sp7, Ppar-γ e 

Angpt1), ao fator G-CSF (Csf3), ao marcador de senescência (Nos), com as vias de sinalização 

de interesse (mTORC1 e Akt1) e com a molécula de adesão n-caderina (Cdh2). A figura 25 

dispõe os resultados relacionados às vias de sinalização, na figura 26, há os resultados do 

marcador de senescência, figura 27, os genes de diferenciação e regulação da medula óssea, 

figura 28, do fator G-CSF e, por fim, na figura 29 há os resultados do gene relacionado à n-

caderina. 
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 Para os genes relacionados com vias de sinalização, não foi vista uma diferença 

estatisticamente significante entre animais controle e idosos frente a via mTOR. Já para a via 

AKT, foi encontrado que as CTMs de animais idosos apresentavam uma maior expressão de 

Akt1 (p-valor = 0.0008; IC95 de 1.671 a 4.659).  

 

 

Figura 25. Resultados de expressão gênica para genes relacionados com as vias de sinalização 

mTOR e AKT. Cálculo da expressão analisada foi feito sobre o endógeno Gapdh e através da 

metodologia do 2-ΔΔCt. *** representa significância estatística para p-valor < 0.001. ns: não 

significante. n = 6 para os dois grupos analisados. 

 

Considerando que o óxido nítrico é relevante no processo do envelhecimento, foi 

também avaliado o gene Nos para inferir a expressão de genes relacionados à atividade 

enzimática da óxido nítrico sintase (NOS). Foi encontrado que animais envelhecidos 

apresentavam uma maior expressão deste gene em suas CTMs (p-valor < 0.05; IC95 de 3.299 

a 23.10). 

 

Figura 26. Resultado de expressão gênica para o gene Nos, responsável pela enzima óxido 

nítrico sintase. Cálculo da expressão analisada foi feito sobre o endógeno Gapdh e através da 

metodologia do 2-ΔΔCt. *** representa significância estatística para p-valor < 0.001. n = 6 para 

os dois grupos analisados. 
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Para os genes Ppar-γ, sp7 e Angpt1, foi notada um aumento significante na expressão 

de Ppar-γ em CTMs de animais envelhecidos (p-valor < 0.0001; IC95 de 0.9082 a 1.897), 

implicando alterações metabólicas relacionados ao seu potencial adipogênico. Para os genes 

sp7 e Angpt1, não foi vista uma diferença estatisticamente significativa. 

 

 

Figura 27. Resultado de expressão gênica para genes sp7, Ppar-γ e Angpt1. Cálculo da 

expressão analisada foi feito sobre o endógeno Gapdh e através da metodologia do 2-ΔΔCt. **** 

representa significância estatística para p-valor < 0.0001. ns: não significante. n = 6 para os dois 

grupos analisados. 

 

O gene Csf3, relacionado com a produção de G-CSF, mostrou-se com uma expressão 

significantemente reduzida (p-valor < 0.01; IC95 de -3.738 a -0.8040) em CTMs de animais 

idosos. Assim implicando uma menor produção deste fator de crescimento mieloide pelas 

CTMs no envelhecimento. 
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Figura 28. Resultado de expressão gênica para o gene Csf3, relacionado com a produção de G-

CSF. Cálculo da expressão analisada foi feito sobre o endógeno Gapdh e através da metodologia 

do 2-ΔΔCt. ** representa significância estatística para p-valor < 0.01.  n = 6 para os dois grupos 

analisados. 

 

Assim como o Csf3, o gene codificador da molécula de adesão também apresentou uma 

expressão reduzida nas CTMs de animais envelhecidos (p-valor < 0.05; IC95 de -1.300 a -

0.1083) em relação aos animais controle. 

 

 

Figura 29. Resultado de expressão gênica para o gene cdh2, relacionado com a expressão da 

molécula de adesão n-caderina. Cálculo da expressão analisada foi feito sobre o endógeno 

Gapdh e através da metodologia do 2-ΔΔCt. * representa significância estatística para p-valor < 

0.05.  n = 6 para os dois grupos analisados. 
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5.6 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO NA REGULAÇÃO DE CÉLULAS 

HEMATOPOÉTICAS PELAS CTMs 

 

5.6.1 Efeito das CTMs Sobre a Proliferação Celular da Linhagem C1498 

 Finalizando os ensaios sobre as alterações do envelhecimento sobre a própria CTM, em 

seguida foram realizados experimentos para determinar se e como o envelhecimento das CTMs 

influencia diversos aspectos sobre células hematopoéticas, usando a linhagem celular C1498 

como modelo. Primeiramente, foi avaliada se estas CTMs envelhecidas alteram a proliferação 

da linhagem leucêmica. O meio condicionado de CTMs envelhecidas, em comparação com a 

cultura condicionada com CTMs de animais controle, proporcionou uma maior capacidade 

proliferativa para as células C1498 (p-valor < 0.01; IC95 de 7.070 a 19.83). A figura 30 

expressa os resultados obtidos no ensaio de proliferação. 

 

 

Figura 30. Efeitos de CTMs sobre a proliferação da linhagem celular C1498, onde a cultura 

condicionada de CTMs envelhecidas mostrou uma maior capacidade de sustentar a proliferação 

celular quando comparada ao grupo controle. ** representa significância estatística para p-valor 

< 0.01. n = 4 para ambos os grupos estudados. 

 

5.6.2 Efeitos das CTMs Sobre a Migração Celular da Linhagem C1498 

 Dando seguimento às análises referentes ao potencial regulador das CTMs sobre células 

hematopoéticas, foi avaliada a influência dessas células estromais sobre a capacidade da 

linhagem C1498 em realizar o processo de migração celular. 

 Normalizando os dados para células C1498 que não foram cultivadas em meio 

condicionado de CTMs, foi possível notar que as CTMs envelhecidas favoreceram a migração 
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celular da linhagem C1498 (p-valor < 0.05; IC95 de 5.695 a 131.8). A figura 31 ilustra os 

resultados obtidos nos ensaios de migração, comparando os dois grupos estudados. 

 

Figura 31. Efeitos de CTMs sobre a migração da linhagem celular C1498, onde a cultura 

condicionada de CTMs envelhecidas mostrou uma maior capacidade de estimular a migração 

celular quando comparada ao grupo controle. * representa significância estatística para p-valor 

< 0.05. n = 4 para ambos os grupos estudados. 

 

5.6.3 Efeitos das CTMs Sobre a Expressão Gênica da Linhagem C1498 

 Para avaliar os efeitos das CTMs sobre a regulação hematopoética da linhagem C1498 

no nível molecular, foi realizado o ensaio de qPCR buscando avaliar os seguintes genes: Sox2, 

Nanog, Spi1, Gata3, Cebpa, Stat3, Cxcr4, Ccne1, Cdkn1a e Akt1. Como controle endógeno, foi 

utilizado o Gapdh. Entre estes, Sox2, Nanog, Pou5f1 e Cdkn1a mostraram diferença 

estatisticamente significante quando comparado o grupo controle com o grupo idoso. Os demais 

genes não apresentaram uma alteração significativa. As alterações nos genes previamente 

mencionado estão descritas abaixo. 

 Para os genes de pluripotência, Sox2 (p-valor < 0.01, IC95 de 0.2576 a 1.383), Nanog 

(p-valor < 0.05, IC95 de 0.1777 a 1.478) e Pou5f1 (p-valor < 0.05, IC95 de 0.09566 a 0.5937) 

tiveram sua expressão aumentada nas células mantidas em contato com o sobrenadante de 

CTMs envelhecidas, quando comparado ao grupo controle (Figura 32).  
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Figura 32. Resultados de expressão gênica para os genes Sox2, Nanog e Pou5f1 dos grupos 

controle (n = 6) e idoso (n = 6). Valores estão representados na forma de média ± desvio padrão 

e foram comparados utilizando o teste T de Student. * representa significância estatística para 

p-valor < 0.05 e ** para p-valor < 0.01.  

 

Além dos genes de pluripotência, o regulador de ciclo celular Cdkn1a também esteve 

alterado, tendo sua expressão diminuída em células mantidas em contato com o sobrenadante 

de CTMs envelhecidas (p-valor < 0.05, IC95 de -1.593 a -0.05754, Figura 33). 
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Figura 33. Resultados de expressão gênica para o gene Cdkn1a dos grupos controle (n = 6) e 

idoso (n = 6). Valores estão representados na forma de média ± desvio padrão e foram 

comparados utilizando o teste T de Student. * representa significância estatística para p-valor < 

0.05. 

 

Para os demais genes avaliados, não foi notada nenhuma diferença estatisticamente 

significante entre os dois grupos (Figura 34). 
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Figura 34. Resultados de expressão gênica para os genes Spi1, Gata3, Cebpa, Stat3, 

Cxcr4¸Ccne1 e Akt1 dos grupos controle (n = 6) e idoso (n = 5 para Spi1, n = 6 para os demais). 

Valores estão representados na forma de média ± desvio padrão e foram comparados utilizando 

o teste T de Student. ns: não significante. 
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6. DISCUSSÃO 

 Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) (2021), as pessoas idosas representam 

13,5% da população mundial no ano de 2021, um quantitativo levemente acima de 1 bilhão. 

Levando em conta essa grande representação, a Organização das Nações Unidas estabeleceu 

que a década de 2021-2030 possui como objetivo o envelhecimento saudável, um esforço 

dependente de civis, agências internacionais, pesquisadores, da mídia e do setor privado. Para 

a OMS, entende-se envelhecimento saudável é definido como o ganho de idade com perda 

funcional minimizada, prevenindo doenças e mantendo a capacidade intrínseca do indivíduo. 

 Neste contexto, envelhecimento é o progressivo declínio na integridade funcional e na 

homeostasia fisiológica, culminando na disfunção tecidual, falência de órgãos e, por fim, na 

morte (SONG et al, 2020). Este processo é complexo e multifatorial, afetando uma população 

de maneira individual, nem todos os indivíduos envelhecem de maneira igualitária, de modo 

que o fenótipo do envelhecimento possui um certo grau de plasticidade (SGARBIERI & 

PACHECO, 2017). 

 Do ponto de vista celular e molecular, o envelhecimento é constituído de 9 

características importantes denominadas de “hallmarks”. Conforme descrito por López-Otin et 

al (2013), os hallmarks do envelhecimento são caracterizados por: alterações na comunicação 

intercelular, instabilidade genômica, atrito de telômeros, mudanças epigenéticas, perda de 

homeostase proteica, desregulação na capacidade sensorial para nutrientes, disfunção 

mitocondrial, senescência celular e exaustão de células tronco. 

 O envelhecimento do sistema hematopoético é associado com uma perda na capacidade 

de originar células da linhagem linfoide. Em contrapartida, a CTH terá um direcionamento mais 

voltado para a linhagem mieloide, além também dessa célula tronco estar presente em maiores 

quantidades quando comparado ao sistema hematopoético de indivíduos jovens (BEERMAN e 

al, 2010.; BEERMAN, 2019). Estes fatores estão potencialmente relacionados com alterações 

nos exames hematológicos, sendo assim, pacientes idosos possuem maior risco de 

desenvolvimento de citopenias, mais predominantemente, de anemia e linfopenia, seguido de 

doenças onco-hematológicas (GROARKE & YOUNG, 2019). 

 Outra consequência da sobrecarga de mutações em CTH é a perda de fitness celular, 

levando em consideração que danos ao DNA são mais prováveis de impactar negativamente as 

funções celulares. Diante disto, também é notado em CTH envelhecidas uma menor capacidade 

para reconstituir o sistema hematopoético após mieloablação em comparação a CTH jovens, 

assim como também há uma menor capacidade de homing e de enxertamento (WARREN & 

ROSSI, 2009.; ROSSI et al, 2005.; BEERMAN et al, 2010.; CHAMBERS et al, 2007.; 
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MORRISON et al, 1996.; MILLER & ALLMAN, 2005.; HENRY et al, 2010.; LIANG; VAN 

ZANT; SZILVASSY, 2005.; HENRY; MARUSYK; DEGREGORI, 2011). 

 Quanto a sua relação com o ambiente hematopoético no envelhecimento, técnicas de 

imagem em camundongos envelhecidos permitiram elucidar que as CTH mudam sua 

localização na medula em relação aos jovens. No nicho envelhecido, as CTH encontram-se 

mais próximas de células perivasculares Nestina-GFPdim
 e de sinusoides, estando distantes de 

arteríolas e de megacariócitos (MARYANOVICH et al, 2018.; SAÇMA et al, 2019.; YANG & 

HAAN, 2021). 

 Somado a isto, existem evidências de um remodelamento da estrutura vascular da 

medula, havendo um aumento generalizado da densidade vascular, além também de haver uma 

redução na frequência de células endoteliais (YANG & HAAN, 2021.; MATTEINI; MULAW; 

FLORIAN, 2021). 

 Outro fator natural do envelhecimento que afeta não somente o funcionamento do 

compartimento hematopoético, como de outras regiões do corpo, é a liberação de grandes 

quantidades de citocinas pró-inflamatórias de maneira crônica, fenômeno intitulado de 

“inflammaging”. Acredita-se que este seja um dos possíveis fatores que esteja contribuindo no 

direcionamento da CTH para a linhagem mieloide, em detrimento da linfoide. O processo de 

inflammaging ocorre devido ao acúmulo de células senescentes, possuindo assim um fenótipo 

de secreção diferente das células jovens que favorece a secreção de substâncias pró-

inflamatórias como citocinas, quimiocinas, lipídios bioativos e exossomas (FRANCESCHI & 

CAMPISI, 2014.; KOVTONYUK et al, 2016.; BENAYOUN et al, 2019.; KIRKLAND & 

TCHKONIA, 2020.; KALE et al, 2020.; MATTEINI; MULAW; FLORIAN, 2021). 

 Desse modo, como o processo de envelhecimento tende a afetar diretamente o sistema 

hematopoético em sua totalidade, esta pesquisa possui o intuito de investigar o papel das CTM 

nesse contexto, a fim de melhor elucidar as alterações decorrentes do envelhecimento no papel 

regulatório dessas células-tronco. 

 Para avaliar o tecido hematopoético no envelhecimento, foram utilizados modelos 

animais de camundongos pertencentes a uma linhagem de C57BL/6, todos de sexo masculino 

e isogênicos, para evitar alterações decorrentes de fatores genéticos e em função de variações 

hormonais em função do ciclo estral presente no sexo feminino. Dividindo em grupos etários, 

foram considerados jovens os animais que apresentavam de 3 até 5 meses de idade, sendo já 

presente nesse período a maturação do sistema hematopoético (FOCK, 2005). Para idosos, 

foram utilizados animais de 18 até 19 meses. 
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 Embora não se tenha observado uma diferença no padrão de consumo de ração, consumo 

proteico e na variação de peso, a literatura descreve que camundongos idosos, quando 

comparado com jovens, são mais pesados devido ao acúmulo de massa gordurosa.  

Vivian (2021), ao estudar camundongos jovens e idosos, mostrou através de radiografia 

como os animais tendem a acumular gordura no envelhecimento, aumentando assim o peso 

corpóreo relativo, fenômeno este não observado em animais submetidos à condição de 

desnutrição proteica. Isto compreende uma alteração metabólica no envelhecimento dos 

animais, sendo também descritas na literatura alterações genômicas e bioquímicas 

(HOUTKOOPER et al, 2011). 

 A albumina, proteína presente em abundância no plasma, pode ser utilizada como um 

biomarcador do envelhecimento em camundongos. Conforme postulado por Ding & Kopechick 

(2011), dos fragmentos de albumina quantificados em sua obra, um total de 5 isoformas da 

proteína estavam diminuídas a partir dos 8 meses, incluindo as isoformas de 6, 7, 8 e 9. 

Adicionalmente, a isoforma 18 estaria diminuída a partir dos 12 meses de idade. Isto está em 

concordância com os nossos achados, onde a mensuração de albumina no soro de animais 

idosos esteve reduzida em comparação com os animais jovens. 

 Entre outros marcadores bioquímicos, foi notada uma diferença nos níveis de ALT entre 

os animais jovens e idosos. Em diversas espécies, o envelhecimento tende a estar associado 

com uma perda de volume hepático, diminuição no fluxo de sangue no fígado, e alterações 

morfológicas nos hepatócitos (KIM; KISSELEVA; BRENNER, 2015.; SCHMUCKER, 2005.; 

JIN et al, 2020). Embora este marcador ainda esteja nos valores de referência, pode-se sugerir 

que ele esteja associado com um processo idade-dependente de lesão hepática. 

 Outra alteração no envelhecimento envolve a maior frequência de distúrbios 

metabólicos, como dislipidemia e hiperinsulinemia. Na literatura, é descrito como modelos 

animais utilizando camundongos tendem a apresentar uma maior alteração no nível de 

colesterol total quando comparado a animais jovens, que em contrapartida apresentam um 

maior aumento na fração High Density Lipoprotein (HDL) (KOROU et al, 2013.; FARHADI 

et al, 2020). Em concordância com estes achados, os animais idosos apresentaram um maior 

nível de colesterol total quando comparado aos animais jovens. 

 Somado a isto, os animais idosos apresentaram um menor nível de triglicerídeos quando 

comparado aos animais jovens. Segundo Johnson & Stolzing (2019), os níveis deste marcador, 

assim como outros parâmetros bioquímicos, podem ser diretamente relacionados com o 

envelhecimento. Portanto, em animais idosos, é esperado um menor nível de triglicerídeos, 
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enquanto há um aumento na concentração de ácidos graxos (HOUTKOOPER et al, 2011.; 

JOHNSON & STOLZIG, 2019). 

 Partindo para a avaliação hematológica, não foi notada nenhuma diferença 

estatisticamente significante nos parâmetros do sangue periférico entre animais idosos e jovens. 

Todavia, o sistema hematopoético sofre alterações com o avanço na idade, conforme 

evidenciado pela citometria de fluxo.  

 Quando analisadas as populações celulares no sangue periférico por imunofenotipagem, 

foi notada uma grande redução nos números de linfócitos B (B220+), linfócitos T citotóxicos 

(CD4+CD8+) e monócitos (CD11b+F4/80+). Contrariamente, o quantitativo de células natural 

killers (NK1.1+CD49b+) e de granulócitos (CD11b+Gr-1+) estiveram aumentados. De maneira 

similar, Chung & Park (2019) postularam que, devidos a fatores extrínsecos e intrínsecos 

celulares, idosos tendem a apresentar uma menor contagem de eritrócitos e linfócitos, havendo 

um aumento relativo no número de precursores mieloides. 

 As alterações vistas no sangue periférico são reflexos de mudanças no funcionamento 

do compartimento hematopoético e, no caso da linhagem linfoide, são consequências também 

do comprometimento de outros órgãos. No âmbito de linfócitos T, há uma íntima relação do 

envelhecimento com o processo de involução tímica, havendo perda de volume cortical e 

medular, e também substituição de sua estrutura por tecido adiposo (STEINMANN, 1986.; 

PALMER, 2013.; AKHA, 2018).  

Enquanto que a produção de células mieloides depende exclusivamente de interações 

com fatores presentes na medula, o mesmo não se aplica para a linhagem linfoide, pois além da 

produção celular, é necessário também garantir a diversidade clonal da qual o sistema 

imunológico depende (SCADDEN, 2019). Portanto, além de se observar alterações 

quantitativas, principalmente nas populações de linfócitos CD8+ e B220+, pode também haver 

perda de funcionalidade.  

Tais efeitos não se limitariam a estas células, mas como também para outras populações 

que mantiveram uma quantidade estável observada no envelhecimento. Como exemplo, os 

linfócitos CD4+ podem possuir uma menor diversidade de receptores, comprometendo suas 

funções. A restauração deste repertório nestas células se mantém um desafio, não havendo 

soluções aplicáveis para uso clínico (SHAH et al, 2019). 

 Similarmente, os linfócitos B também sofrem de alterações em seu repertório, com 

estudos demonstrando principalmente um número menor de precursores da linhagem B com o 

envelhecimento, havendo também a menor presença de células naïve, favorecendo a presença 
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de células já expandidas pós-apresentação de antígenos (MCKENNA et al, 2001.; SIEGRIST 

& ASPINALL, 2009.; FRASCA et al, 2011.; AKHA, 2018). 

Para as alterações na linhagem mieloide, foi notado principalmente uma redução no 

quantitativo de monócitos e um aumento no número de granulócitos. Existem poucos dados na 

literatura relacionando monócitos com o envelhecimento, sendo mais dedicado ao estudo de 

macrófagos. Em camundongos idosos, há uma maior permeabilidade intestinal, resultando na 

maior secreção de lipopolissacarídeo, que em turno ativa a população monocitária e resulta 

numa resposta inflamatória. Ademais, em ocasiões de maior circulação de fator de necrose 

tumoral α (TNFα), há um recrutamento de monócitos jovens da medula óssea, comprometendo 

assim a resposta perante infecções (THEVARANJAN et al, 2017.; KIM et al, 2016.; PUCHTA 

et al, 2016.; DE MAEYER & CHAMBERS, 2021).  

O maior número de granulócitos no sangue periférico observados pela 

imunofenotipagem também são exemplos de como o microambiente hematopoético é alterado 

no envelhecimento. Estas alterações criam um bias ou “vício” mieloide, acarretando na maior 

produção dessas células. Situações que favorecem a linhagem mieloide foram descritas 

previamente e incluem o processo de inflammaging, pela grande participação de citocinas pró-

inflamatórias, estimulando a linhagem mieloide. É valido também ressaltar que estas alterações 

na linhagem mieloide não se limitam ao espaço hematopoético, como também podem estar 

relacionadas com o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e malignas 

(FRODERMANN & NAHRENDORF, 2018.; AKBAR; HENSON; LANNA, 2016.; 

GUSTAFSSON & SCADDEN, 2019). 

Utilizando o mielograma para avaliar o compartimento hematopoético, foi de fato 

notado um aumento em precursores da linhagem mieloide, seguido de uma redução em 

precursores eritroblásticos e eritroblastos maduros, assim como uma queda na celularidade em 

geral. 

 As alterações consequentes do envelhecimento entre células da medula óssea são bem 

conhecidas, entre elas está a perda de capacidade de gerar uma resposta imunológica adaptativa, 

maior incidência de anemia e maior risco para o desenvolvimento de distúrbios 

mieloproliferativos (DORSHKIND & SWAIN, 2009.; EISENSTAEDT; PENNINX; 

WOODMAN, 2006.; LICHTMAN & ROWE, 2004.; PANG; SCHRIER; WEISSMAN, 2017.; 

POULOS et al, 2017). O motivo pelo qual se há o favorecimento da linhagem mieloide com a 

perda gradual da população com potencial linfoide ainda não é bem conhecida, havendo 

diferentes propostas na literatura envolvendo a expressão de citocinas pró-inflamatórias como 

a IL-6, chemokine ligand 5 (CCL5), entre outros elementos, que consequentemente direcionam 
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para a alteração do fenótipo celular, adquirindo assim o aspecto envelhecido (POULOS et al, 

2017).  

 Deste modo, o tecido hematopoético envelhecido apresenta um pool expandido de CTH, 

com maior frequência de diferenciação em progenitores da linhagem mieloide (MATTEINI; 

MULAW; FLORIAN, 2021). Similarmente, a quantificação de populações hematopoéticas 

neste presente trabalho encontrou, entre animais idosos, um maior número de CTHs e GMPs, 

enquanto houve uma redução de CLPs. As alterações nestas frações jovens de células 

repercutem no quantitativo de células maduras, onde no compartimento medular nós 

constatamos uma queda significativa na população de eritrócitos e linfócitos B, enquanto se 

observou um aumento na população de células NK. 

 Embora se tenha este aumento no quantitativo de células NK, a perda de funcionalidade 

descrita anteriormente entre outras populações linfoides se mantém relevante, pois conforme 

descrito por Gounder et al (2018), essas células apresentam perda de capacidade lítica, e seu 

maior número pode ser resultante da presença de células NK de longa duração. 

 Quanto a população de CTMs em animais envelhecidos, foi notada uma menor 

expressão do marcador CD73 entre os animais idosos. Esta proteína, conhecida como ecto-5’-

nucleotidase é considerado um marcador clássico de CTM, participando na mudança de estado 

pró-inflamatório para anti-inflamatório (CHEN & FRANGOGIANNIS, 2017.; TAN et al, 

2019).  

 Este marcador atua como uma enzima exógena envolvida em transdução de sinais, 

realizando assim uma hidrólise para converter o monofosfato de adenosina em adenosina e 

ácido fosfórico, interagindo então com receptores de adenosina presentes em superfícies 

celulares para poder então modular diversos efeitos orgânicos. Somado a isto, o CD73 possui 

também uma função de sinalização e adesão, mediando a interação célula-matriz extracelular 

(LI et al, 2021.; MENG et al, 2019.; YAN et al, 2019). 

 O isolamento de CTMs CD73+ traz consigo uma população de células estromais, sendo 

possível utilizar como um marcador de maior stemness, já que essa fração celular é mais 

proliferativa e apresentam maior potencial de diferenciação in vitro quando comparada a CTMs 

CD73-. Além de descrever isto, Kimura et al (2021) também mostram como células CD73-

EGFP+ endógenas da medula óssea contribuíram na formação de osso, cartilagem e 

vascularização durante o reparo tecidual e como também essas células “enxertaram” para o 

local lesionado após fratura. 

 As CTMs vêm sido bastante exploradas no âmbito de aplicação clínica devido ao seu 

crescente potencial mostrado na pesquisa básica. Li et al (2021) demonstraram que as CTMs 
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CD73+ derivadas de tecido adiposo secretam fatores relacionados a vascularização e 

crescimento celular. Estas mesmas CTMs CD73+ de tecido adiposo também se mostraram mais 

eficazes na aceleração de reparo da função cardíaca em modelos de infarto agudo do miocárdio 

utilizando ratos. 

 Com o isolamento das CTMs obtidas, essas foram expandidas in vitro para observar 

seus aspectos morfológicos. Em geral, as CTMs dos grupos estudados não apresentaram 

diferenças morfológicas, com todas apresentando o aspecto fusiforme ou fibroblasto-like. 

Quanto à capacidade de diferenciação, as células estromais isoladas apresentaram capacidade 

adipogênica, osteogênica e condrogênica (dados não mostrados. HASTREITER et al, 2021). 

As CTMs obtidas também se apresentaram senescentes (dados não mostrados. DA SILVA et al, 

2022). 

 Yang et al (2018) realizaram o envelhecimento in vitro de CTMs através de múltiplas 

passagens, mostrando como essas células vão adquirindo alterações fenotípicas e morfológicas. 

CTMs mantidas em um maior número de passagens tiveram perda de sua aparência fusiforme, 

além de também apresentar instabilidade genômica e comprometimento na capacidade 

osteogênica, enquanto o potencial adipogênico se manteve. 

 Em sequência, também foram avaliadas diferenças no secretoma das CTMs, 

principalmente envolvendo fatores solúveis que influenciam a regulação de células 

hematopoéticas. Diante disto, foram avaliados os fatores CXCL12, SCF, IL-6, IL-11 e IL-3 pelo 

método de ELISA. Entre estes, o único que não apresentou diferença estatisticamente 

significante quando feita a comparação entre os grupos de animais jovens e idosos foi o fator 

IL-3. 

 Quando comparado as CTMs de animais jovens, essas células estromais envelhecidas 

apresentaram uma maior produção de CXCL12, fator responsável por promover o homing de 

CTHs (MASSARO et al, 2021). Para o CXCL12 desempenhar sua função, ele necessita se ligar 

com o seu receptor, o CXCR4. Porém, a ativação da via CXCL12/CXCR4 não é relacionada 

somente com homing, sua ativação também modula a proliferação, como postulou Schelker et 

al (2018) em sua pesquisa, onde é descrito como a via modula proliferação e sensibilidade a 

quimioterapia em células de LMA mantidas em co-cultura com CTMs. 

 Adicionalmente, He et al (2022) também descrevem outro papel importante sobre a 

interação CXCL12-CXCR4, onde as CTMs foram responsáveis por inibir a apoptose de células 

epiteliais alveolares em camundongos com problemas respiratórios. A participação do CXCL12 

neste processo se tornou evidente quando foi feito knockdown de CXCR4, que 

consequentemente fez o fenômeno anti-apoptótico não ser mais observado. 
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 Logo, uma maior produção de CXCL12 por parte das CTMs medulares não implica 

somente no maior homing de CTHs para regiões da medula, e sim como também pode fornecer 

um sítio que favoreça a proliferação dessa população celular. 

 Com o envelhecimento, as CTMs adquirem o chamado SASP, um perfil secretor onde 

há predomínio de fatores pró-inflamatórios (ZHOU et al, 2020). Entre os fatores associados 

com esse perfil está a IL-6, uma citocina também de natureza pró-inflamatória. O achado aqui 

descrito de que CTMs envelhecidas secretam maiores concentrações de IL-6 está de acordo 

com o trabalho de Gnani et al (2019), onde foi detectado o aumento em várias citocinas 

inflamatórias, entre elas, a IL-6. 

 Além do papel inflamatório, a IL-6 também está relacionada com a regulação do 

microambiente medular. Quando presente em maiores concentrações, ela pode ser um fator 

desencadeador de atividade osteoclástica e, quando em concentrações mais altas, pode iniciar 

até processos osteolíticos. Como o próprio tecido ósseo participa da regulação hematopoética, 

pode-se supor que as altas concentrações de IL-6 também influenciariam a hematopoese por 

meio desse tecido (HARMER; FALANK; REAGAN, 2019). Neste mesmo processo, a IL-6 é 

também responsável pela diferenciação na linhagem mieloide (MATTEINI; MULAW; 

FLORIAN, 2021). 

 Em contraste, a IL-11, interleucina pertencente à família da IL-6, é geralmente 

considerada como de caráter anti-inflamatório, tendo capacidade para regular diferentes células 

efetoras da resposta imune (PUTOCZKI & ERNST, 2010.; NAJAR et al, 2018). Como descrito 

anteriormente, a maior produção de IL-6, uma citocina pró-inflamatória, e a menor produção 

de IL-11 de natureza anti-inflamatória pode ser usada como indicador na mudança de um perfil  

tendendo mais para a pró-inflamação. 

 Neste trabalho, buscou-se também avaliar a expressão de vários genes relacionados com 

os vários papeis nos quais a CTM atua para modular respostas no organismo, e verificar como 

a expressão desses genes está afetada no envelhecimento. Entre os genes analisados, foi 

encontrado um aumento na expressão de Akt1 em CTMs de animais envelhecidos. 

 O gene Akt1 é responsável por codificar a proteína Akt, proteína envolvida em processos 

relacionados com sobrevivência (autofagia e apoptose), migração, proliferação, metabolismo 

da glicose e entre outros. Além da Akt, há a mTORC1, que é ativada pela fosfatidilinositol3-

quinase (PI3K) e pela Akt, localizada downstream. Alguns fatores que podem ativar a via 

mTORC1 incluem a insulina e outros fatores de crescimento. (GINGRAS et al, 1998.; 

BHASKAR & HAY, 2007). 
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 Para que se tenha atividade de Akt, é necessária a presença de níveis moderados de 

espécies reativas de oxigênio (ROS). Esta elevação promotora de Akt inibe o grupo de proteínas 

chamado de FoxO, o que consequentemente diminui a autofagia (KLOTZ et al, 2015.; KMA & 

BARUAH, 2021). Conforme descrito anteriormente, alterações nos mecanismos autofágicos 

fazem parte dos hallmarks do envelhecimento, trazendo à tona a relevância da via 

Akt/mTORC1 neste estudo à tona.  

Neste contexto, elucidando a relação entre senescência e as CTMs, Yang et al (2018) 

demonstraram que não só o aumento ROS ativando a via Akt/mTORC1, mas como também 

evidenciaram que a adição de ácido ascórbico como um bloqueador de ROS acarretava na 

redução no número de células senescentes. Portanto, é possível postular uma correlação da 

maior expressão do gene Akt1 como um marcador de senescência celular, visto que no estudo 

aqui realizado foi notada sua maior expressão em CTMs envelhecidas. 

Outro gene relacionado ao metabolismo de CTMs que mostrou alteração foi o ppar-γ. 

Fortemente relacionado com a lipogênese e adipogênese, o Peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma (PPAR-γ) faz parte de uma família de receptores que possui três tipos: α, δ e 

γ. Este receptor se liga a sequências de DNA e regula a expressão dos genes alvo após 

heterodimerizar com o receptor X de retinoides, sendo sua ativação dependente de ácidos 

graxos não saturados (FERRE, 2004.; TONTONOZ & SPIEGELMAN, 2008.; KLIEWER et 

al, 1992.; KLIEWER et al, 1997.; CHANG et al, 2022). 

Diante disto, sua atuação sobre as CTMs não é diferente. Sabe-se que o PPAR-γ é um 

fator que atua sobre as CTMs durante a escolha de diferenciação entre a linhagem adiposa ou 

óssea. Quando há uma redução na expressão de PPAR-γ, a formação de osteoblastos é 

aumentada e a diferenciação em adipócitos, reduzida. Portanto o PPAR-γ é o fator transcricional 

chave para a diferenciação de CTMs em células adiposas (LI et al, 2017). 

O grupo de animais idosos avaliados nesta pesquisa mostrou um aumento significativo 

na expressão do ppar-γ, o que pode possuir uma relação com a maior adiposidade medular 

comum no envelhecimento. Não obstante, uma das teorias por trás da menor massa óssea e 

maior massa adiposa, um fato que ocorre de maneira inversamente proporcional a idade de um 

indivíduo, é o comprometimento de CTMs para essas respectivas linhagens. Portanto, este é um 

processo que pode envolver tanto a via do PPAR-γ, quanto a via Wnt, responsável pela 

diferenciação óssea (LI et al, 2017.; NEHLIN et al, 2019). 

Uma grande dificuldade que permanece atual no manejo de CTHs in vitro é a 

dependência dessa célula pelas inúmeras interações regulatórias que ela realiza na medula 

óssea. Logo, pesquisas têm sido feitas para desenvolver métodos de expansão ex vivo destas 
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células. Guo et al (2018) mostraram que, ao inibir a sinalização do PPAR-γ, a expansão ex vivo 

de CTHs e de progenitores hematopoéticos derivados de cordão umbilical foi promovida, a 

expressão de genes de diferenciação nessa população progenitora foi reduzida, e o processo 

glicolítico foi estimulado de maneira sem ser prejudicial as mitocôndrias. Adicionalmente, a 

expansão descrita foi completamente inibida pela remoção de glicose ou pela inibição da via 

glicolítica. 

Diante disto, além do PPAR-γ ser predominantemente associado com diferenciação para 

a linhagem adipocítica, ele também pode referenciado como um possível regulador de 

populações hematopoéticas, trazendo assim uma nova vertente ao interpretar os resultados 

descritos anteriormente. 

O gene Nos, codificante da enzima NOS, também mostrou ser mais expresso entre as 

CTMs provindas de animais envelhecidos. Esta enzima, em conjunto com outros fatores 

membros do secretoma de CTMs, formam o arcabouço imunorregulatório dessas células 

estromais, onde a NOS produz óxido nítrico, capaz de interromper o ciclo celular pela via Janus 

kinase/signal transducers and activators of transcription (JAK-STAT), além de modular 

atividades das vias Mitogen-associated protein kinase (MAPK) e NF-kB, causando apoptose 

(ELEUTERI & FIERABRACCI, 2019). 

A partir disto, o principal papel de NOS a partir das CTMs será de caráter 

imunorregulatório, podendo ser exemplificado através da relação macrófago-CTM, a qual é 

bem descrita na literatura, onde os macrófagos adquirem diferentes fenótipos funcionais através 

de suas interações com o meio. Macrófagos tipo M1 ativados são reconhecidamente pró-

inflamatórios devido ao alto nível de expressão da enzima NOS, assim como também produzem 

altas quantidades de óxido nítrico, TNFα, IL-1β e IL-12 (WANG et al, 2010.; PHLIPP et al, 

2018).  

Fora do eixo imunorregulador, Li et al (2020), ao induzirem disfunção mitocondrial e 

estresse oxidativo em CTMs medulares, observaram perda da integridade do DNA através da 

quebra de fitas duplas em células hematopoéticas. Isto foi encontrado através da co-cultura de 

CTMs tratadas com daunorubicina com as células hematopoéticas, induzindo o estresse 

oxidativo. Portanto, a maior expressão de Nos, além de influenciar a imunorregulação das 

CTMs, pode ser um fator influenciador na hematopoese. 

Contrariando os genes previamente discutidos, o gene Csf3, responsável por codificar o 

fator de crescimento G-CSF, teve sua expressão reduzida entre as CTMs obtidas de animais 

envelhecidos quando comparado às CTMs de animais jovens. Além de ser um fator de expansão 

para a linhagem granulocítica, a administração de G-CSF causa também a depleção de 
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macrófagos, o que em si gera uma menor expressão de Cxcl12, Vcam e Scf pelas células 

estromais. O conjunto destes dados levam a uma menor aderência de células hematopoéticas 

com o microambiente da medula óssea, fazendo essas células migrar para a circulação periférica 

(DE KRUIJF et al, 2018). Somado a isto, o G-CSF modula subpopulações de células NK, reduz 

a produção de TNF-α, IL-2, IFN-γ e regula respostas imunológicas (YU et al, 2018.; FRANZKE 

et al, 2003.; CHANG et al, 2019.; LI et al, 2022). 

Como já fora descrito, o envelhecimento traz consigo uma alteração na hematopoese 

onde a diferenciação segue com preferência para a linhagem mieloide (GUSTAFSSON & 

SCADDEN, 2019). Naturalmente, com este predomínio, poderia se esperar um maior estímulo 

na produção de G-CSF, contrariando o encontrado neste trabalho. Todavia, pela própria 

complexidade da medula óssea, existem outras células produtoras de G-CSF, como macrófagos, 

células endoteliais e também fibroblastos (BOETTCHER et al, 2014.; LI et al, 2022). Em 

situações inflamatórias, as células endoteliais são as principais produtoras de G-CSF por meio 

de sinalização dos receptores toll-like 4, estabelecendo assim a granulopoese emergencial 

(BOETTCHER et al, 2014.; BOETTCHER et al, 2012.; MITROULIS et al, 2020). Portanto, 

um fator que pode explicar o crescimento da linhagem mieloide é o estímulo de outras 

populações celulares presentes na medula óssea que apresentam produção do G-CSF, como as 

populações aqui descritas anteriormente. 

Assim como o gene formador de G-CSF, o Cdh2, responsável por codificar a n-caderina 

também esteve diminuído nas CTMs de animais envelhecidos. As caderinas são proteínas que 

interagem com íons Ca2+ para realizar as ligações célula-célula. O papel destas proteínas 

também vai além de realizar ligações, atuando na regulação de diferenciação, proliferação, 

polaridade e manutenção de stemness (KOURTIDIS et al, 2015.; SCHAFER et al, 2014.; 

WANG et al, 2018.; PASSANHA et al, 2020). 

Estas implicações, consequentemente, reverberam na regulação das CTHs. Dados mais 

recentes mostram que populações progenitoras da linhagem óssea e estromal que são n-

caderina+ mantém uma população de CTHs altamente quiescentes, sendo consideradas células 

“de reserva”. Isto assim implica que, além de mediar a adesão celular, as caderinas podem 

definir microambientes na medula destinados especificamente para realizar a hematopoese em 

situações emergenciais (ZHAO et al, 2019.; HO & MÉNDEZ-FERRER, 2020). 

 Sabe-se também que o microambiente existente na medula óssea sofre um intenso 

remodelamento no envelhecimento, trazendo alterações envolvendo as diferentes populações 

celulares que ali residem e a influência dessas sobre a CTH. Entre estas alterações, está a 
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disfunção de CTMs, remodelamento vascular, alterações na inervação simpática, inflamação 

crônica ou inflammaging, dentre outros (HO & MÉNDEZ-FERRER, 2020).  

A combinação destes fatores traz consigo no envelhecimento um maior distanciamento 

de CTHs a determinadas regiões ou células reguladoras, como a região endosteal, arteriolar, de 

megacariócitos e de células Nestina-GFPhigh. Portanto, pode-se supor que a menor expressão do 

gene codificante de n-caderina também possa ser um fator contribuinte no distanciamento de 

CTHs em relação a determinadas regiões compostas por CTMs (MARYANOVICH et al, 2018.; 

HO et al, 2019.; SACMA et al, 2019.; HO & MÉNDEZ-FERRER, 2020). Unindo estas 

informações, é possível traçar a possibilidade de uma relação entre a menor expressão de n-

caderina em CTMs envelhecidas com o maior distanciamento de CTHs visto no microambiente 

medular conforme o envelhecimento. 

Os demais genes avaliados para investigar a regulação das CTMs a nível molecular, sp7, 

mTORC1 e Angpt1, não mostraram diferenças estatisticamente significante quando comparado 

o grupo controle com o grupo envelhecido. 

Iniciando a análise de como as CTMs podem influenciar a regulação hematopoética de 

células pertencentes à linhagem C1498, foram realizados os ensaios de proliferação in vitro 

para determinar se as CTMs de animais jovens e idosos induzem um estado de maior ou menor 

proliferação.  

Conforme mostrado anteriormente, a cultura condicionada de células C1498 com 

sobrenadante de CTMs envelhecidas acarretou em um maior potencial proliferativo da célula. 

De maneira similar, Garrido et al (2001) postulou que o contato direto de amostras da medula 

em situação de LMA com a linhagem estromal HS-5 gerou um maior potencial proliferativo, 

maior viabilidade e também maior capacidade clonogênica entre células primárias de LMA 

comparadas a células que não possuíam suporte estromal. 

Atualmente, a literatura descreve como populações de células leucêmicas podem 

“reprogramar” o ambiente medular para criar uma região propícia para a progressão e 

resistência da doença (SALAZAR-TERREROS & VERNOT, 2022). Portanto, o fato de ter sido 

observada uma maior proliferação de células malignas pode ser fruto de uma interação de duas 

vias entre a linhagem C1498 com o sobrenadante estromal. 

É importante ressaltar que a reconstrução do microambiente medular no contexto de 

malignidade hematopoética é uma na qual, além de favorecer a progressão da doença, há a 

supressão da hematopoese fisiológica. Análises ao nível de single-cell indicam que um dos 

mecanismos por trás deste fenômeno é a total desregulação de genes cruciais para a CTH, 

principalmente nos genes Cxcl12 e Kitl pelas CTMs LepR+ (BARYAWNO et al, 2019). 
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Diante disto, há a possibilidade da maior proliferação ser decorrente da natureza maligna 

da linhagem C1498, e sua inerente habilidade em liderar a atividade metabólica de células 

estromais. Neste contexto, a malignidade da C1498 se associa com outros fatores alterados 

presentes no microambiente medular que irão favorecer a sua proliferação. Um exemplo disto 

é o aumento na produção de SCF encontrado nas CTMs, um dado que foi demonstrado tanto 

pelo método de ELISA quanto a nível de expressão gênica. 

SCF é uma proteína pró-inflamatória que, ao se ligar com o seu receptor chamado de c-

kit, induz a proliferação e diferenciação celular. Na literatura, estudos já mostram uma maior 

concentração de SCF e suas diferentes isoformas em doenças como a leucemia linfocítica 

crônica, e o aumento na concentração desse fator também ocorre como resposta ao estresse 

oxidativo causado por ROS em tecidos inflamados (HSUEH et al, 2019.; LIU et al, 2007.; 

LENNARTSSON & RÖNNSTRAND, 2012.; GENIS et al, 2014.; AFONYUSHKIN; 

OSKOLKOVA; BOCHKOV, 2018.; GAVRIILIDIS et al, 2021). 

Diante disto, as CTMs envelhecidas fornecem um ambiente propício para a proliferação 

celular. Indo além somente do funcionamento das CTMs, esta pesquisa também buscou 

alterações emergentes na linhagem C1498 como resultado dessa interação com as CTMs. 

Conforme descrito mais adiante, as próprias células malignas irão apresentar alterações 

intrínsecas em seu funcionamento que irão favorecer sua proliferação. 

Em sequência foi proposto avaliar se o sobrenadante afeta a capacidade migratória da 

linhagem C1498. Com os resultados obtidos, notou-se uma maior taxa de migração entre as 

células em direção ao meio condicionado de CTMs envelhecidas. Optou-se por utilizar meio 

DMEM sem a presença de SBF para este ensaio pois o próprio SBF funciona como um atraente 

em ensaios utilizando transwells (ZAKI et al, 2019), o que dificultaria a análise se o resultado 

obtido era, de fato, decorrente das CTM. Ainda, conforme descrito anteriormente, as CTMs 

envelhecidas tiveram uma maior secreção de CXCL12, logo, este pode ter sido um fator atraente 

para as células malignas, aumentando o homing. Outras possibilidades para eixos que 

influenciariam a migração celular incluem CCL27-CCR10, CCL19/CCL21-CCR7 e CCL5-

CCR5 (CUESTA-GOMEZ et al, 2021). Contudo, o estudo destes foge da proposta da presente 

pesquisa. 

Por fim, foi avaliado como as CTMs obtidas de animais jovens e envelhecidos poderiam 

influenciar na expressão gênica de proteínas relacionadas à regulação hematopoética na 

linhagem C1498. Os genes adotados como de interesse nesta pesquisa foram: Sox2, Nanog, 

Sfpi1, Pou5f1, Gata3, Cebpa, Stat3, Cxcr4, Cdkn1a, Ccne1 e Akt1. Entre todos os genes 

analisados, Sox2, Nanog, Pou5f1 e Cdkn1a mostraram diferença estatística quando comparado 
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os grupos estudados, com Sox2, Nanog e Pou5f1 estando mais expressos na linhagem C1498 

que esteve em contato com a cultura condicionada de CTMs envelhecidas, enquanto que o 

Cdkn1a teve sua expressão reduzida nesse mesmo grupo. 

A família de genes Sox compreende grupos de fatores transcricionais com papeis 

essenciais no desenvolvimento celular. Os fatores podem ser divididos em SOXB1, SOXE e 

SOXF, estando altamente envolvidos com direcionamento de linhagem. Sox2, o gene analisado 

nesta pesquisa, pertence à família SOXB1 e é um dos mais estudados em relação à gênese 

tumoral, sabendo-se que ele possui capacidade de aumentar a proliferação, sobrevivência e 

bloquear a diferenciação em situações malignas (SCHEPERS; TEASDALE; KOOPMAN, 

2002.; JULIAN; MCDONALD; STANFORD, 2017.; SARKAR & HOCHEDLINGER, 2013.; 

TOSIC et al, 2018). 

Adicionalmente, o Sox2 pode ser utilizado como um marcador prognóstico de LMA. 

Tosic et al (2018) ao verificar a expressão gênica de diversos membros da família SOX, 

verificaram que 10% dos pacientes com LMA apresentavam um aumento na expressão de Sox2, 

com esses pacientes apresentando pior prognóstico e menor probabilidade de sobrevivência. 

Em concordância com resultados prévios, foi descrita uma maior atividade proliferativa 

da linhagem C1498 quando na presença do meio condicionado de CTMs envelhecidas, sendo 

esse o mesmo grupo que apresentou aumento na expressão de Sox2. Portanto, a maior expressão 

deste gene, poderia explicar, ao menos em parte, a maior proliferação da linhagem no ensaio de 

proliferação. 

Assim como o Sox2, o gene Nanog mostrou maior expressão quando em contato com o 

meio condicionado do grupo envelhecido. Sua importância não difere muito do Sox2, o Nanog 

é expresso em células leucêmicas e em tumores sólidos, com evidências apontando sua 

essencialidade na proliferação, invasão, capacidade clonogênica, e na gênese tumoral por 

células malignas (EBERLE et al, 2010.; ZBINDEN et al, 2010.; JETER et al, 2011.; SHAN et 

al, 2012.; LU et al, 2013.; JI & JIANG, 2013.;  XU et al, 2018). 

Nanog, quando ativado por meio do insulin-like growth factor receptor, gera uma 

cascata de sinalização que irá resultar em uma maior proliferação e na supressão do ciclo celular 

e da apoptose. De forma similar ao Sox2, pacientes leucêmicos com elevada expressão de 

Nanog apresentam pior prognóstico (CAO et al, 2013.; CAO et al, 2014.; VASEFIFAR et al, 

2022).  

Pou5f1, responsável por codificar o Oct4, também se mostrou aumentado entre as 

células C1498 mantidas em contato com o sobrenadante de CTMs envelhecidas. O fator de 

transcrição Oct4, assim como a família SOX e o Nanog, também é um regulador de 
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pluripotência, sendo considerado um dos principais reguladores da indução e manutenção dessa 

característica. Portanto, Oct4 é indispensável no controle da auto-renovação e pluripotência em 

células tronco embrionárias e em células tronco cancerígenas (JERABEK et al, 2014.; 

NICHOLS et al, 1998.; TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006.; SLAMON et al, 1986.; KIM et 

al, 2009.; DU et al, 2009.; WANG et al, 2015.; KERR & HUSSAIN, 2014.; MOHIUDDIN; 

WEI; KANG, 2020). 

Investigando os efeitos da elevada expressão de Oct4 sobre as CTMs derivadas da 

medula óssea, Guo et al (2019) encontraram um sinergismo de Oct4 com Nanog e Sox2, onde 

OCT4 aumentou a expressão desses outros dois genes de pluripotência, levando a um aumento 

na capacidade proliferativa e na manutenção de morfologia pelas CTMs. Portanto, a expressão 

aumentada de Sox2 e Nanog apresentada na linhagem C1498 pode ser uma consequência da 

maior expressão de Oct4, e também pode ser um dado que explique a maior proliferação dessa 

linhagem na presença de sobrenadante de CTMs envelhecidas. 

Contrariando os genes anteriores, o Cdkn1a foi encontrado sendo menos expresso entre 

a linhagem C1498 mantida em sobrenadante de CTMs de animais envelhecidos. Cdkn1a é 

responsável por originar a proteína p21, antagonista do ciclo celular, onde ela atua inibindo a 

atividade de diversos complexos de ciclina, promovendo assim a saída do ciclo para que ocorra 

apoptose, diferenciação ou para que se pare a proliferação (CAZZALINI et al, 2010.; 

KARIMIAN et al, 2016.; JURAN et al, 2021). Logo, a redução na expressão de Cdkn1a indica 

que as células C1498, quando em contato com CTMs envelhecidas, são induzidas mais 

frequentemente a terminar o ciclo celular, o que consequentemente também aumenta a 

proliferação, assim como também impede a diferenciação celular até um certo nível 

O conjunto destas alterações moleculares permite inferir que as CTMs envelhecidas 

proporcionam um meio mais favorável para o desenvolvimento de atividade celular maligna, 

um no qual onde a proliferação, invasão e sobrevivência de células neoplásicas estão 

favorecidas, em detrimento da regulação medular destinada a células não-malignas. 
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7. CONCLUSÃO 

O envelhecimento é um fator determinante para que se ocorra alterações nos 

constituintes do microambiente medular, consequentemente, influenciando o processo 

hematopoético. Através disto, as CTMs apresentam um perfil secretor pró-inflamatório e, no 

âmbito molecular, também apresentaram um perfil que favorece a proliferação celular. Quando 

o sobrenadante de CTMs envelhecidas foi mantido em contato com células da linhagem C1498, 

essas células neoplásicas apresentaram maior potencial migratório, proliferativo e tiveram 

genes relacionados a stemness estimulados, o que pode ter implicâncias na patogênese e 

prognóstico da LMA.  
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