REVISTA BRASILEIRA DE
EDUCAGCAO, SAUDE
E BEM ESTAR

FACULDADE S ANTO A G OSTIMNHDO B E I TABUMNA

Senescéncia das células-tronco mesenquimais para

proposta terapéutica

The senescence of mesenchymal stem cells for a

therapeutic proposal

Aléxia Lucindo Serafim”, Karoline Santos Oliveira Silva', Adriana
Bozzi'*

'Universidade Estadual de Santa Cruz, UESC, lIhéus, Bahia, Brasil
’Faculdade Santo Agostinho de Itabuna, FASAI, Itabuna, Bahia, Brasil

*Autor correspondente: Adriana Bozzi, Msc, PhD — adriana.bozzi@gmail.com,
Departamento de Medicina, FASAI, Av. Ibicarai, 3270 - Nova Itabuna, Itabuna -
BA, 45600-769.

RESUMO

As CTM ganharam atencdo significativa no campo da pesquisa por serem
promissoras na terapéutica de diversas patologias, tanto na clinica humana
quanto veterinaria. Este cenario deve-se, principalmente, a plasticidade
funcional dessas células como agente regenerativo e moduladoras do sistema
imune, o que as tornam excelentes candidatas para a resolu¢ao da inflamacao.
A senescéncia celular caracteriza o envelhecimento da célula com diminuicéo
de sua proliferagao e atividades bioldgicas. A expansao in vitro das CTM pode
acelerar esse processo e diminuir a sua capacidade de multiplicacdo e
potencial de diferenciacdo em outros tipos celulares, tornando-as inviaveis para
as propostas terapéuticas. Neste contexto, este artigo traz uma reviséo
narrativa sobre a importancia da avaliacdo da senescéncia das CTM e sua
influéncia nos diversos processos bioldgicos.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais; tecido adiposo; senescéncia
celular; terapéutica celular.
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MSCs have gained significant attention in the field of research for being
promising in the treatment of various pathologies, both in human and veterinary
clinics. This scenario is mainly due to the functional plasticity of these cells as a
regenerative agent and modulators of the immune system, which makes them
excellent candidates for the resolution of inflammation. Cellular senescence
characterizes the aging of the cell with a decrease in its proliferation and
biological activities. The in vitro expansion of MSCs can accelerate this process
and reduce their ability to multiply and differentiate into other cell types, making
them unfeasible for therapeutic proposals. In this context, this article presents a
narrative review on the importance of MSC senescence assessment and its
influence on different biological processes.

Keywords: Mesenchymal stem cells; adipose tissue; cellular senescence; cell
therapy.

Introducao

Diversos estudos em modelos clinicos e pré-clinicos humanos tém
sugerido as células-tronco mesenquimais (CTM) para o reparo de lesdes,
controle da resposta inflamatéria decorrente de desordens imunoldgicas,
transplantes, doencas infecciosas e parasitarias (LEE et al., 2009; LE BLANC
et al., 2004). Isto devido ao seu potencial proliferativo, multipotente, paracrino e
imunomodulador (SHARMA et al., 2014; PETRIE ARONIN et al., 2010). Desta
forma, as CTM sao candidatas para o tratamento de uma ampla gama de
doencas como diabetes mellitus, esclerose multipla, infarto do miocardio,
insuficiéncia hepatica, doenga do enxerto contra o hospedeiro, doenca de
crohn, entre muitas outras (PATEL, 2013).

Semelhante a outros tipos celulares, as CTM passam por uma
quantidade limitada de divisbes celulares, processo conhecido como
senescéncia celular (HAYFLICK,1965). Estudos ja comprovaram que quanto
mais senescentes as CTM, menor o seu desempenho quando comparadas
com as CTM mais jovens, influenciando o processo de expansao e excreg¢ao de
fatores troficos, neovascularizagdo, e sua capacidade de migragao.
(SOTIROPOULOQOU etal.,2006; DUGGAL et al.,2011). Por isso, em uma cultura
de células €& importante avaliar a senescéncia, pois ela pode implicar no
resultado terapéutico almejado. Neste contexto, este artigo traz uma revisao

narrativa sobre a senescéncia das CTM do tecido adiposo, abordando desde a

216



caracterizagao celular senescente até a influéncia nos diversos processos

bioldgicos.

Aspectos gerais das células-tronco mesenquimais

As CTM sao conhecidas como uma populagdo heterogénea de células
multipotentes, formam colbénias e podem se diferenciar em células de linhagem
mesenquimal como osteoblastos, adipoblastos e condroblastos (UCCELLI,
MORETTA & PISTOIA, 2008). Podem ser obtidas de diversas fontes, como o
corddo umbilical, tecido adiposo, polpa dentaria, sangue periférico, tecido
sinovial e medula 6ssea, por exemplo. Apesar da medula 6ssea ser a fonte
mais estudada e utilizada, o tecido adiposo vem se destacando como fonte de
obtengdo das CTM por apresentar maior disponibilidade tecidual e facilidade de
coleta, sendo menos invasivo por ser coletado em paralelo a outros
procedimentos, como cirurgias eletivas e de estética. Esse tecido pode ser
obtido facilmente e em grande quantidade a partir de lipoaspiragcédo de diversas
regides do corpo como abddémen, partes internas da coxa e dos gluteos. Além
disso, possui a capacidade de manter seu potencial proliferativo por até dez
passagens sem que ocorra impacto na sua capacidade de renovagao ou
grandes perdas de material. Por essas caracteristicas e por seu rendimento ser
40 vezes maior que o da medula éssea, o tecido adiposo € uma excelente fonte
para a coleta de CTM (ZUTTION, 2013).

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) estabeleceu
algumas normas para a caracterizagdo das CTM nos estudos in vitro. Dessa
forma, as CTM devem apresentar a capacidade de aderir ao plastico da
plataforma de cultura, alta expresséo (>90%) de marcadores mesenquimais,
como CD73, CD90 e CD105, e baixa expressao (<1 a 2%) de marcadores
hematopoiéticos como na auséncia de CD34, CD45 e marcadores de linfécitos
B tipicos, mondcitos e macréfagos (BAJEK, 2012). Além disso, elas devem
apresentar alta capacidade de proliferacdo e diferenciagdo osteogénica,
condrogénica e adipogénica (Arzi et al. 2017; Borjesson e Peroni 2011;
Dominici et al. 2006).

O perfil imunologico das CTM revela a baixa expressdo de moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe |. Além disso, elas
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ndo expressam antigenos do MHC de classe Il e as moléculas co-
estimulatérias CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), CD40 ou CD40 ligante, na presenca
ou auséncia de interferon gama (IFN-y), uma das mais potentes citocinas
inflamatdrias conhecidas. Essas caracteristicas indicam que as CTM sao
células imuno-privilegiadas, capazes de sobreviver em receptores de
transplante alogénico imunologicamente incompativel. A baixa
imunogenicidade aliada ao potencial regenerativo torna as CTM candidatas
ideais para a terapia celular (AGGARWAL et al., 2005; UCCELLI, MORETTA &
PISTOIA, 2008).

As CTM sao excelentes candidatas para o controle da inflamacao
caracterizada por niveis elevados de IFN-y, IL-1 e TNF-a, decorrentes de
desordens imunoldgicas, transplantes e varias outras doengas em humanos e
animais. Interagem com células do sistema imune inato e adaptativo levando a
modulagao de diversas funcdes efetoras e, consequentemente, controlando a
resposta inflamatéria (AGGARWAL et al., 2005; UCCELLI, MORETTA &
PISTOIA, 2008; CAPLAN, 2009). As CTM expressam muitas moléculas
bioativas como as moléculas de adesao, as proteinas de matriz extracelular, as
citocinas e os receptores para fatores de crescimento, permitindo interagdes
com demais células. Levando em consideragao a sua localizag&o perivascular
em varios tecidos, presume-se que as CTM migram para o local afetado e
sinalizam os danos teciduais atraindo outros tipos celulares. Essa sinalizagao
paracrina promove alteracdes em células imunes, que acabam interferindo em
processos biolégicos como proliferagdo e diferenciacdo de células,

angiogénese e cicatrizagao tecidual (VOGA et al., 2020).

Acredita-se que quando as CTM migram da medula éssea vermelha ou
de outros sitios para as regides danificadas, liberam uma variedade de fatores
de crescimento como o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de
crescimento para fibroblasto (FGF), o fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), o fator de crescimento transformante- (TGF-), o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator 1 de crescimento insulina-like
(IGF-1), a angiopoetina-1 e o fator-1 derivado de células estromais (SDF-1),

onde todos podem influenciar no desenvolvimento de fibroblastos e células
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endoteliais. Este pode ser o mecanismo fundamental utilizado pelas CTM para
acelerar o reparo de todos os tipos de danos. Além disso, as CTM
desaparecem rapidamente apdés a entrada nos tecidos lesados e a
diferenciagdo em tipos celulares defeituosos € um evento raro nas injurias,

como infarto do miocardio e queda renal aguda (TOGEL et al., 2014).

Estudos contemporaneos vém sendo realizados, descrevendo a
utilizagcdo alégena e autdgena das CTM para a reparacéo de diversos tecidos.
A grande aplicagdo em medicina veterinaria deve-se a geragao de modelos
experimentais aplicaveis em paciente humanos. No campo da medicina
regenerativa, muitas pesquisas basicas e estudos pré-clinicos sdao conduzidos
com o uso de CTM. Por meio dessa populagédo celular, pesquisadores tém
explorado a seguranga e eficacia de CTM injetadas em diferentes modelos
animais. Da mesma forma, dados pré-clinicos e ensaios clinicos em
andamento s&o iniciados em varios campos da medicina e tém sugerido um
potencial das CTM para o tratamento de leses (LE BLANC et al., 2004).

Senescéncia celular

A senescéncia € um mecanismo de interrupcédo do ciclo celular, com a
parada da proliferacdo das células que realizaram o limite maximo de
duplicagdes possiveis de acordo com seu teldmero. Existem diferentes tipos de
senescéncia, como a replicativa, induzida por estresse, induzida por oncogenes
e programada. A senescéncia replicativa € caracterizada por teldbmeros curtos e
influenciada pela ativagao do lécus CDKNZ2A que codifica o supressor tumoral
p16 responsavel por inibir a CDK4 e CDK6. A senescéncia induzida por
estresse esta relacionada a altos niveis intracelulares de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e é consequéncia da cascata RAS-RAFMEK-ERK que ativa a
p38 MAPK e leva ao aumento da atividade transcricional de p53 e regulagao
positiva de p271. A senescéncia induzida por oncogenes € marcada pela
ativacao do lécus CDKNZ2A15 que leva a replicagdo anormal do DNA. Enquanto
a senescéncia programada pelo desenvolvimento € normal e necessaria para a

formagdo de alguns 6rgaos caracteristicos dos seres humanos, como o
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fechamento do tubo neural e a formacdo da vesicula biliar durante o
desenvolvimento embrionario (MUNOZ-ESPIN, 2014).

Os teldbmeros sédo regibes repetitivas nas extremidades dos
cromossomos que protegem o DNA contra enzimas de reparo durante o ciclo
celular. As células somaticas iniciam a vida embrionaria com o telémero intacto.
Mas, ao decorrer das divisdes celulares os teldbmeros se desgastam e a
telomerase — enzima que alonga o DNA através da adicdo de novos
nucleotideos - se torna incapaz de acompanhar a sintese do material genético.
Dessa forma, as células ativam a resposta a lesées no DNA, provocando sua
retirada permanente do ciclo celular, interrompendo sua proliferagao.

Varios fatores intrinsecos, como o tempo de vida geneticamente
programado, ou extrinsecos como o acumulo de danos causados pela
radiagcdo, tem como consequéncia mudancgas fenotipicas e funcionais graduais
nas células. Essas alteracbes podem ter como consequéncia a senescéncia -
caracterizado pela parada prolongada, e por vezes irreversivel, do ciclo celular.
E, mesmo possuindo caracteristicas, como o encurtamento dos telédmeros,
ainda nao existem métodos muito eficientes para analisa-las (BAJEK, 2012).

Uma das caracteristicas das células senescentes € que elas sofrem
alteracdes fenotipicas distintas devido a presenca de fatores de secrecao
associados a senescéncia (SASP). Essa secregao esta relacionada a citocinas
pro-inflamatérias como a IL-6 e IL-8 que participam de um loop de feedback
autécrino para reforcar a parada do crescimento e supressao tumoral em
células senescentes (KITA, 2022). Esse fendbmeno é marcado pelo
encurtamento dos teldmeros apdés um determinado numero de divisdes
celulares, pela alteracdo do metabolismo, danos nas macromoléculas e
interrupcdo do ciclo celular na fase G1/S (mesmo permanecendo
metabolicamente ativas).

As células senescentes apresentam morfologias diferentes, in vivo e in
vitro. Assim, em cultura in vitro as células senescentes sao caracterizadas por
multiplos nucleos, aparelho de Golgi e citoplasma mais proeminentes e
vacuolados. Diferentemente, as células senescentes in vivo apresentam a
morfologia normal, de acordo com a arquitetura do tecido (MUNOZ-ESPIN,
2014). Foi observado por Wiley e Campisi que as células senescentes,
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também, sdo acompanhadas do aumento da biogénese mitocondrial que gera
quantidades excessivas de ROS. Além disso, as células senescentes contém
muitos lisossomos, que podem ser detectados pela alta atividade de y-
galactosidase (WILEY, 2021).

A quantidade de fatores oxidativos, que s&o produzidos pelas células
senescentes, pode gerar uma inflamagdo crénica no organismo,
comprometendo a sua funcao tecidual. Além disso, podem estimular fendtipos
malignos, e consequentemente induzir a formagdo de canceres
(TURINETTO,2016).

As células senescentes podem exercer efeitos benéficos, como na
cicatrizacao de feridas devido a producao de matriz extracelular (MEC) que
previne a fibrose excessiva. Durante o desenvolvimento embrionario a
senescéncia é essencial para remodelar o tecido e moldar a organogénese.
Além disso, o acumulo de células endoteliais senescentes acelera o
fechamento da ferida e reduz o tamanho da cicatriz fibrética (SMITH, 2021).

Dependendo do tipo de patologia a qual a senescéncia celular esta
relacionada (GORGOULIS, 2019), o processo pode ter um efeito benéfico ou
prejudicial, por exemplo, a ativagdo aguda de p53 em carcinomas
hepatocelulares e sarcomas induz a senescéncia, que € seguida pela
eliminacdo do tumor, ao contrario da catarata que é agravada devido a
senescéncia celular, ou na obesidade ja que a senescéncia contribui para seus
efeitos patolégicos como a inflamagao sistémica e resisténcia a insulina.
Portanto, a inducdo da senescéncia seguida de remodelagdo tecidual é
benéfica, pois contribui para a eliminacdo das células danificadas. Por outro
lado, a senescéncia persistente ou a incapacidade de eliminar células
senescentes € prejudicial.

A via da proteina p53 detecta a presenca de algumas condigdes
perigosas, e desencadeia a parada temporaria ou permanente do ciclo celular
(senescéncia) ou suicidio por apoptose. Embora a senescéncia celular seja
sugerida como um mecanismo defensivo que previne a tumorogénese devido
as vias tumorais p53 e pRB que sado reguladores do acumulo de células
senescentes, esse mecanismo também pode provocar a inibicdo de P53 e

induzir células senescentes a reentrar no ciclo celular. Apesar disso, o acumulo
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dessas células - que pode ser induzido por estresses endogenos e exdégenos -
no tecido adiposo causa multiplas disfungdes como adipogénese defeituosa e
inflamacao. Além disso, a regulagdo positiva continua de mediadores pré-
inflamatérios, como as iNOS (Oxido Nitrico Sintase) pode promover a
senescéncia celular, que se tornara uma fonte de secrecéo pro-inflamatoria.

A senescéncia parece se iniciar mais precocemente no tecido adiposo,
impactando negativamente em sua fungdo, secrecdo de adipocinas e
diferenciagao celular. Alguns estudos em modelos murinos demonstraram que
o aumento de ROS é uma das principais causas de senescéncia adiposa. O
aumento dessas moléculas leva a manifestacdo de um fendtipo senescente
que inclui a secregado de (B-galactosidase, do fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) e IL-6 (WILEY, 2021).

Ja foi observado a senescéncia prematura em pacientes com diversas
patologias, inclusive com obesidade, sendo que alguns estudos genéticos e
farmacolégicos provaram que a limpeza de células senescentes no tecido
adiposo pode melhorar o metabolismo sistémico. Além disso, atualmente uma
grande quantidade de agentes senoliticos estdo sendo avaliadas com o
objetivo de eliminar as células senescentes do organismo (GOH, 2020).

O acumulo de células senescentes é observado em Uulceras diabéticas,
dependendo da comunicagao celular e expressdo de SASP. A funcdo alterada
e o perfil secretor das células senescentes tém sido associados a varias
doengas relacionadas a idade e outras patologias que estdo associadas a
senescéncia celular prematura em diversos tecidos (KITA, 2022).

Levando isso em consideragdo, num estudo realizado por Arisa Kita e
colaboradores em 2022, foi investigado o processo da senescéncia celular na
pele e no tecido adiposo subcutaneo durante a cicatrizacdo de feridas em
camundongos diabéticos tipo 2. Os pesquisadores notaram um aumento nos
niveis de expressao génica relacionados a senescéncia no tecido adiposo
subcutaneo durante a cicatrizacdo de feridas. A pesquisa concluiu que
diferentes tipos de senescéncia celular ocorrem entre a cicatrizagao de feridas
normais e diabéticas em resposta a feridas.

Algumas evidéncias sugerem que as células senescentes alteram o

metabolismo lipidico, visto que quando as goticulas lipidicas aumentam e se
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acumulam apresentam algumas formas de senescéncia celular. Isso leva ao
aumento dos niveis de lipidios exdgenos e previne a regulagado positiva de
SASP. Por fim, é preciso considerar que a presenca de lipidios € essencial
para que ocorra a senescéncia (WILEY, 2021).

A senescéncia celular também esta relacionada ao declinio do potencial
regenerativo e da fungdo de varios tecidos, que impulsionam o mecanismo
sistematico de envelhecimento. O tecido adiposo é local de grande acumulo de
células senescentes durante o envelhecimento, devido a combinagcdo dos
estresses que sdo induzidos por citocinas e metabdlicos (MUNOZ-ESPIN,
2014).

Em outro estudo, a senescéncia tecidual foi investigada pela ablagdo de DNA
polimerase em camundongos, que levou a um grande dano no DNA e
expressao regulada positivamente de ataxia-telangiectasia mutada (ATM), p53
e p2. Mesmo seguindo uma dieta padrdo, os camundongos apresentaram
gordura corporal acentuada e de acumulo de células senescentes com perfil
SASP. Diferentemente, os animais usando antioxidante N-acetilcisteina para
diminuir a quantidade de danos no DNA tiveram reducdo da carga de células
senescentes no tecido adiposo (SMITH, 2021).

Normalmente, as células senescentes sao eliminadas pelo sistema
imunologico. No entanto, o aumento da formagéo de células senescentes pode
reduzir a capacidade das células imunes de elimina-las, levando ao seu
acumulo e aceleragao do processo de envelhecimento (SMITH, 2021). Algumas
proteinas secretadas por células senescentes causam inflamacgao, o que pode
ser fundamental para a eliminagdo de células senescentes por fagocitose,
inclusive devido a agdo paracrina de algumas células, que influenciam as
células vizinhas (WILEY, 2021). A eliminagdo de células senescentes € uma
estratégia promissora para reduzir a inflamagédo sistémica crénica e
rejuvenescer os tecidos. O processo de reparo tecidual gragas a senescéncia &
algo comum e benéfico, contudo, com o envelhecimento esse processo se

torna antagbnico, sendo mais visto em idosos (BAJEK, 2012).

Marcadores de senescéncia celular
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A senescéncia celular é dificil de se analisar, principalmente porque
ainda n&o possui uma boa defini¢cdo, ja que decorre de um conjunto de fatores
intrinsecos e extrinsecos que podem ou nao ocorrer em conjunto. Apesar
disso, € possivel perceber diferengas fenotipicas entre as células mais novas e
as mais antigas. Para isso sdo usadas algumas técnicas como a
imunocoloragao, hibridizacdo in situ, citometria de fluxo multicolorida e
citometria de massa. Contudo, ainda existem muitas limitagcdes principalmente
com a perda de informagdes (KAMAL, 2020).

As células senescentes sao diferenciadas de outras células que nao se
dividem, como células quiescentes, por marcadores e alteragbes morfologicas.
Sao marcadas pela auséncia de marcadores proliferativos como a proteina
Ki67, e de outros marcadores como a p16, p21 e p27. E possivel observar,
também, a atividade de y-galactosidase associada a senescéncia (SAyGAL),
expressao de supressores tumorais e inibidores do ciclo celular. Mesmo que
nenhum desses marcadores seja completamente especifico ou universal para
todos os tipos de senescéncia, as células senescentes expressam a maioria
deles (GUADIX, 2017).

Um dos primeiros biomarcadores associados a senescéncia celular
descoberto foi a da y-galactosidase, devido a um ensaio colorimétrico simples.
Isso foi fundamental para mostrar que células com caracteristicas de
senescéncia se acumulam em locais de doengas associadas ao
envelhecimento e em idosos.

Outro método que vem sendo utilizado envolve o uso de marcadores de
superficie ou histoquimicos para refletir o grau de envelhecimento celular,
como a [-galactosidase (R-gal). Essa enzima catalisa a hidréolise de [3-
galactosideos em monossacarideos. Em pH 6,0, a enzima B-gal hidrolisa um
composto incolor e soluvel constituido por galactose ligada a um indol (X-gal)
liberando um produto azul profundo e insoluvel em na cultura de células (Mera-
Rodriguez, 2021). A presenca de [(-gal €& util para distinguir células
senescentes das células quiescentes que sao aquelas que estao
metabolicamente ativas apesar de nao proliferarem naquele momento, e que

ao contrario das células senescentes podem ter o ciclo celular reiniciado. A
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atividade da B-gal é um resultado e ndo uma causa da senescéncia e tem se

mostrado um marcador eficaz para analise desse mecanismo (Bo Yun, 2006).

O impacto da senescéncia nas células-tronco mesenquimais

As CTM estdo em grande evidéncia principalmente pelo papel que
podem vir a desempenhar nas terapias médicas. Essas células sdo de facil
manipulagdo no laboratério (YARAK, 2010) e capazes de secretar fatores
bioativos que podem inibir a apoptose e estimular a angiogénese e a mitose de
células progenitoras. De forma geral, a senescéncia diminui a capacidade das

células-tronco de se multiplicarem e diferenciarem, tornando-as inviaveis.

Um estudo elaborado por Wolfgang Wagner e seus colaboradores
evidenciou que a senescéncia replicativa de CTM tem implica¢gdes funcionais
na expressao de marcadores de superficie e potencial de diferenciacdo que
provoca mudangas significativas na expressao génica. Os efeitos encontrados
nao foram restritos a passagens senescentes, mas foram adquiridos desde o
inicio da cultura in vitro. A morfologia e aderéncia foram alteradas, assim como
o nivel de expressao do marcador de superficie e o potencial de diferenciacao
adipogénica e osteogénica. Além disso, os resultados mostraram que o
potencial de diferenciagao adipogénica das CTM diminuiu, enquanto para a
diferenciagdo osteogénica aumenta em passagens superiores. Essas
observagcbes foram baseadas na formagdo de goticulas de gordura e na
deposicao de fosfato de calcio.

Com base em diversos estudos os pesquisadores Daniel Mufoz-Espin e
Manuel Serrano concluiram, no ano de 2014, que a senescéncia € um
componente-chave da remodelagdo tecidual, devido a parada proliferativa e
aos SASP que recrutam células imunes e mobilizam células progenitoras. E
possivel que a deterioragado dos processos de manutengao tecidual seja devido
aos SASP que é formado por citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e
proteases da MEC. Sua composicédo € variavel e depende principalmente do
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tipo de célula e do estimulo recebido, que dependendo do contexto podem

reforgca-la ou afetar o microambiente tecidual local (DI MICCO, 2021).

Além disso, a senescéncia € um 6timo mecanismo de supressao tumoral,
mas o SASP secretado altera o comportamento das células vizinhas e a
qualidade do ambiente extracelular. Por exemplo, o SASP desencadeia a
proliferagcdo de epitélio pré-maligno e maligno, aumenta a invasao e induz

metaplasia — alteragcédo do fendétipo da célula (LI, 2017).

Portanto, esse conjunto de moléculas atua na célula e altera o
comportamento das células vizinhas e do microambiente tecidual. Suas
principais caracteristicas sdo a variabilidade, plasticidade e dinamicidade que
se adequa ao ambiente ao longo do tempo. Além disso, alguns dos seus
componentes podem levar a inflamacdo estéril, e consequentemente a
infiltracdo de macréfagos e linfocitos, apoptose e fibrose (CHILDS, 2015).
Como seu efeito pode variar entre benéfico e prejudicial, dependendo das
circunstancias, tem se estudado abordagens pro- e anti-senescentes podem
ser desejaveis, dependendo do contexto terapéutico. Mas, para serem
clinicamente uteis, as células devem ser expandidas in vitro ao longo de varias
duplicagdes. Mas, sua viabilidade ndo depende apenas disso, outros fatores
influenciam o seu potencial terapéutico. As células de doadores jovens tém um
desempenho melhor em comparacdo com a de idosos devido a sua maior

capacidade proliferativa e potencial de diferenciagao (LIU, 2020).

Contudo, independentemente da idade do doador, as CTM adquirem um
fenotipo senescente apds muitas passagens. E estimado que 40 é o numero
maximo de duplicacdes a serem realizadas de forma a manter as células ainda
viaveis. O comprimento médio dos teldbmeros dessas células podem chegar a
13 kb, sendo que seu crescimento é interrompido quando os teldbmeros atingem

o tamanho limite de 5 kb.

Fendtipo das CTM senescentes

Como ja foi citado a sociedade internacional de terapia celular (ISCT)
propds os critérios minimos para a definicdo de CTM em 2006: adesdo ao

plastico; expressao dos marcadores de superficie CD90, CD73 e CD105, na

226



auséncia de CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79y, CD19 e HLA-DR e potencial
de diferenciagao multipotente de condrocitos, osteoblastos e adipdcitos sob
diferentes condigbes padrao in vitro (LI, 2017).

O fendtipo a senescéncia de CTM é caracterizado pela parada de
crescimento na fase G1 do ciclo celular, morfologia aumentada ou achatada
com citoplasma granular, aumento da expressdo de y-galactosidase e
alteracdo dos marcadores de superficie. Também possuem excesso de fibras
de actina, menor aderéncia as superficies plasticas e aumento do nivel de
autofluorescéncia. Além disso, muitas citocinas e fatores de crescimento s&o
secretados por CTM e regulam sua proliferacdo em culturas, incluindo IL-1, IL-
3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-17, que sao constituintes da SASP.

Apesar de suas caracteristicas globais, as CTM sao populag¢des de
células complexas. Sua heterogeneidade depende do doador e da fonte de
tecido, por exemplo. A heterogeneidade compreende a taxa de proliferagao,
morfologia, imunofendtipo, potencial de diferenciagdo multilinhagem e
senescéncia (LIU, 2020).

As CTM até a 32 passagem possuem tamanho uniforme, mas, na 62 ja
estdo quase 5 vezes maiores do que as células da 1% passagem. As
caracteristicas morfolégicas ajudam a prever a possibilidade das células se

adaptarem a uma determinada condigao.

Consideracgoes finais

Com base no exposto nesta revisao € possivel concluir que apesar da
senescéncia celular ser um processo natural do organismo, dependendo do
contexto, pode desempenhar um papel benéfico ou ndo, podendo inclusive
levar ao desenvolvimento ou potencializagdo de algumas patologias. Diferentes
formas de senescéncia influenciam na proliferacdo e diferenciacdo das CTM
tornando-as invidveis para o uso clinico. E fundamental o desenvolvimento de
novas protocolos pré ou anti-senescentes, além do desenvolvimento de novos

marcadores que facilitem essa investigacao.
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