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Sangue

* Fluido corporeo especializado
 Composto por células e plasma sanguineo

e Sistema circulatorio




Componentes do sangue

e Células

1. Eritrdcitos
2. Leucodcitos
3. Trombdcitos

* Plasma
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Médula Ossea

* Orgao central formador de células do sangue
* Localizacao

* Medula 6ssea ativa e inativa
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Células tronco hematopoiéticas

Caracteristicas funcionais:

* Auto-renovacao
* Multipoténcia

* Plasticidade

* Heterogeneidade
* Mobilidade



Tipos de HSC

* long-term self-renewing HSCs (LT-HSCs),
* short-term self-renewing HSCs (ST-HSCs),

* multipotent progenitors (MPPs)
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Mecanismos celulares e moleculares

* A dinamica da hematopoiese é relativamente
complexa;

* A comunicacao entre as células é feita através
de moléculas sinalizadoras, as citocinas.

* Proliferacao, diferenciacao e
apoptose.

Interleucina 6



Mecanismos celulares e moleculares

e Estroma da medula 6ssea (adipocitos, células
endoteliais, macrofagos and fibroblastos);

* Colageno e proteoglicanos;
* Fixacao de HSC a moléculas de adesao;
e CD164;
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Mecanismos celulares e moleculares

* As HSC possuem marcadores de superficie
celular especificos;

* CD34* /CD38

Markers of human hematopoietic stem cells (HSCs)

Name Function SWISS-PROT entry®
CD34~ °" ~ Sialomucin, possibly involved in cell-cell adhesion P28306
Thy 1~ {CD90) Possibly involved in cell-cell interaction P0O4216
CD38~ ADP-ribosyl cyclase 1, synthesizes cyclic ADP-ribose; P28907

indicates differentiation to both erythroid and myeloid
progenitors

c-Kit™ (CD117) Tyrosine kinase receptor for stem cell factor (SCF) P10721
AC133™ (CD133) Prominin-like protein, function unknown 043490
lin~ {lineage) Generic designation for several markers of blood cell lineages -

A plus {+) sign indicates presence of the marker in H5Cs, whereas a minus (— ) indicates its absence.

*http://www.expasy.ch/sprot/




Expansao ex vivo

Meio de cultura: depende da objetivo da
expansao;

Meio contendo soro — vantagens e
desvantagens;

Nutricao + protecao;
Controle;




Expansao ex vivo

e Células acessorias: produzem citocinas,
importantes para o cultivo;

* Cultivos com estroma pré-estabelecido
mantém as células no seu fenotipo primitivo;

Cytokines used in human hematopoietic stem cell (HSC) culture ex vivo

Cytokine (abbreviation) Function

Fms-like tyrosine kinase-3 ligand (FIt-3L, FL) Potentiates the effects of other cytokines; promotes survival of HSCs
Granulocyte CSF (G-CSF) Mobilization of HSCs to peripheral blood
Interleukin 3 (IL-3) Together with IL-6, promotes proliferation of HSCs
Interleukin 6 (IL-6) Together with IL-3, promotes proliferation of HSCs
Interleukin 10 (IL-10) Helps proliferation of HSCs

Interleukin 11 (IL-11) Shortens the Gy period of the cell cycle of HSCs
Jagged-1 Regulates HSC self-renewal

Platelet-derived growth factor (PDGF) Mitogen for connective tissue cells

Stem cell factor (SCF) Growth factor for HSC progenitor cells
Thrombopoietin (TPO) Stimulator of megakaryocytopoiesis

CSF, colony-stimulating factor; Fms, fibromyalgia syndrome gene.



Expansao ex vivo

* Producao de fatores inibitérios da proliferacao
das células tronco;

* Parametros fisioquimicos, como pH, glicose e
O2 interferem na producao endogena de
citocinas;

e Estratégias para manter o balanco entre
moduladores inibitorios e indutores da
proliferacao;



Expansao ex vivo

* Tensoes de oxigéniode 1 a 10 % aumentam o
tamanho e a quantidade de células;

Il

e Baixas concentracdes de oxido nitrico,
peroxido de hidrogénio e radicais de oxigénio



Expansao ex vivo

A acidificacao do meio pode causar inibicao
do crescimento.

Pequenas variacdes no pH podem alterar a
sobrevivéncia e a diferenciacao das HSC.

Granulocito e macréfago == pH7.2-7.4
Eritrocito ==) pH 7.6



Biorreatores

* T-flask — cultura estatica;

* LimitacoOes: gradientes de concentracao,
manuseio, baixa reprodutibilidade, dificil
controle, produtividade limitada pela
superficie da garrafa;




Biorreatores

* Camara de perfusao
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Biorreatores

e Stirred reactors;
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Biorreatores

* Packed bed reactors
* Primeiramente, cultivo de células do estroma;
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Obtencao das HSC

 Multiplas puncdes com agulhas
-bacia, esterno, costela e vértebras

* Mobilizacao das células

10 a 15 ml/kg

e Através de leucaférese



Separacao de células sanguineas

Centrifugacao

Panning

Separacao imunomagnética
Cromatografia de afinidade

Citometria de Fluxo

FACS ( fluorescence- activated cell sorter)



Separacao de células sanguineas

Centrifugacao em gradiente

Envolve a separacao de particulas com base na sua massa e
forma numa solucao de densidade e/ou concentracao
decrescente

A amostra é colocada no cimo do tubo e durante a
centrifugacao migra de acordo com a sua velocidade e

sedimentacao, ex: gradiente de Ficoll-H

Eritrocitos+ PMNs - mais densos

Células mononucleares (linfocitos/ monocitos)-menos densos:
recuperados a superficie



Separacao de células sanguineas
Panning

e Aderéncia celular a uma superficie solida

In culture, stem cells
become dendritic cells



Separacao de linfocitos por Panning
Analises Clinicas (Linfdcitos)

e Técnica usada no isolamento de
subpopulacoes de linfocitos, em que estes
podem aderir a superficie se esta estiver
coberta com os anticorpos apropriados

e Método eficaz na separacao Th de Tc usando
anticorpos CD4+ e CD8+

e Eficaz também na separacao de linfocitos T
e B usando anti-Igs
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Transplante de HSC

e S3o0 definidos de acordo com o doador e a
origem das células transplantadas

— Autologo: Retiradas do proprio paciente

— Alogénico: Doador compativel, podendo ser
familiar ou nao-familiar '

— Singénico: Gémeos univitelinos
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The Allogeneic Transplant Process
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Origem das HSC para transplante

 Medula dssea

— Puncao

— Metodologia classica
e Sangue periférico

— Aferese

— Metodologia mais utilizada atualmente em pacientes
> 20 anos

e Cordao umbilical
— Em meédia 100 mL, contendo HCS
— Mais utilizada em criancas



Métodos para aumentar o sucesso do
transplante

Expansao quantitativa ex vivo
— Culvito in vitro
— Biorreatores

Imunossupressao
— Quimioterapia e radioterapia

— Ciclosporina A e FK-506: Inibe sintese de IL-2 (ligacao Ag-
receptor)

— Rapamicina: Interfere transducao de sinal IL-2xIL-2R
* Agentes bloqueadores de proliferacao de células T
Selecao de doador
— Regidoes com HLA D compativeis
— ABO compativel
— Baixa compatibilidade: Remocao de linfécitos T do doador



Rejeicao das HCS transplantadas

 Hospedeiro contra o enxerto:
— Receptor imunocompetente
— Resposta imune contra as células enxertadas.

* Enxerto contra o hospedeiro:
— Receptor imunocomprometido
— Progenitor linfoide competente

— Células T imunoreativas atacam tecidos do
receptor
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Indicacoes de transplante de HSC
autologo

* Beneficios ja provados em grandes estudos:
— Linfoma Nao-Hodgkin Recaidos
— Leucemia Mieldide Aguda
— Mieloma Multiplo

* Beneficio provavel
— Leucemia Mieldide Aguda
— Doenca de Hodgkin Recaida
— Tumores Germinativos Reciditivados

* Beneficios possiveis (ainda ndo comprovados)
— Cancer de mama
— Leucemia Linféide Cronica
— Cancer de pulmao
— Outros tumores
— Doencas autoimunes severas (ex: artrite reumatoide)



Indicacoes de transplante de HSC
alogénico

e Como unica chance de cura:
— Aplasia de medula
— Hemoglobinopatias (Talassemias e anemia falciforme)
— Imunodeficiéncias primarias
— Leucemia Mieldide Cronica
* Como tratamento melhor que a quimioterapia:
— Leucemia Mieldide Aguda
— Leucemia Linfoide Aguda
— Mielodisplasias



Potenciais aplicacoes clinicas

 Restauracaode célulasTeB
- Células T esgotadas

 Cordao umbilical
- baixa capacidade de inducao de reatividade

- limitado numero de células

e Sangue periférico



Expansao ex vivo para terapia génica

Todos seus progenitores carregam o gene de
Interesse

Necessitam de inducao de citocinas



Imunoterapia baseado em células
dendriticas

* Poderosas células apresentadoras de
antigenos

* Estimulam células T citotoxicas e T helpers

e Dificil isolamento




Producao de células sanguineas
maduras

* Producao em larga escala de produtos
sanguineos maduros

* Elimina problemas como:

Escassez de tipos sanguineos especificos

 Aumento de produtividade e melhora no
controle das linhagens
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