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RESUMO: Este artigo € uma breve reviséo bibliografica sobre a aplicagdo dos ensaios de cultura clonal de
precursores hematopoéticos, em particular o ensaio clonogénico de progenitores hematopoieticos para
granuldcitos e macréfagos (“Colony Forming Unit - Granulocyte Macrophage”, CFU-GM) na investigacdo de
mielotoxicidade.
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ABSTRACT: This article is a short review of the employment of the hematopoietic progenitor clonogenic assay,
in particular the clonogenic assay for hematopoietic progenitors of granulocyte/macrophage (“Colony Forming Unit
- Granulocyte Macrophage”, CFU-GM) in the investigation of myelotoxicity.
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INTRODUCAO

A producdo das células sanguineas é um processo complexo envolvendo proliferacdo celular,
diferenciacdo, morfogéneses, maturagcdo funcional e morte celular (METCALF, 1984). As células-tronco
hematopoéticas (“stem cell”), residentes na medula 6ssea, possuem a capacidade Unica de auto-renovagdo e
diferenciacdo nos diferentes tipos de células sangiineas. A partir da célula-tronco hematopoiética as células se
comprometem com uma das trés linhagens distintas: miel6ide, linféide ou eritr6ide em resposta aos fatores de
crescimento humoral e citocinas especificas presentes no local (GRIBALDO, 2002; DIODOVICH, et al., 2004).
Além dos precursores hematopoiéticos, a medula 0ssea é constituida também pelo estroma medular: células
endoteliais, células acumuladoras de lipidios, macréfagos e células fibroblasticas, formando assim o
microambiente hematopoiético (PARENT-MASSIM et al., 2001). O estroma medular tem como funcao a regulacéo
da maturacdo e diferenciacdo dos precursores hematopoiéticos por meio de contato direto entre as células do
estroma e células hematopoiéticas ou de forma indireta por meio da liberacdo dos fatores de crescimento. A
integridade destes dois sistemas, bem como a associacao entre eles, sdo fatores cruciais para a manutencéo da
homeostase hematopoiética (LORD & TESTA, 1988; DELLMANN, 1993).

Devido a grande capacidade proliferativa do tecido hematopoiético, as células da medula 6ssea séo alvos
frequentes da acdo toxica de xenobidticos (YAMAGUCHI et al., 1994). Desta forma, a avaliagcdo da integridade da
hematopoiese é um parametro importante para o entendimento dos mecanismos envolvidos na alteracdo da
producdo de células sanguineas e como estas mudangas coletivamente irdo impactar o sistema imunolégico
(DELDAR et al.,, 1988; PARENT-MASSIN et al.,, 1993; YAMAGUCHI et al., 1994; GRIBALDO et al., 1996;



Marize C. Valadares/Revista Eletrénica de Farmacia Vol 1 (1), 34-51, 2004. 45

PARCHMENT 1998; GRIBALDO et al., 2000; NEGRO et al.,, 2001; PESSINA et al., 2001; GRIBALDO 2002;
PESSINA et al., 2003; DIODOVICH et al., 2004).

Os ensaios clonogénicos, simulando a hematopoiese, sdo sistemas de cultura de células progenitoras
hematopoiética, geralmente em meio semi-sélido, amplamente empregado na hematologia experimental e clinica
por mais de 30 anos. Na hematologia clinica estes métodos sdo empregados para confirmar diagndstico, em
transplantes de medula 6ssea ou ainda para predizer o tempo de recuperacdo medular nos casos de faléncia
deste 6rgdo (DELDAR et al., 1988; DELDAR & STEVENS, 1993; DELDAR, 1994; DELDAR, HOUSE & WIERDA,
1995). Ja na area experimental, estes ensaios sao aplicados para se avaliar a hematopoiese frente as condicGes
patolégicas com o estresse, infeccdo bacteriana, cancer, bem como para avaliar o efeito de drogas, a exemplo, os
agentes quimioterapicos, sobre a hematopoise, (VALADARES et al., 1998; MALACRIDA et al., 1997; DANTAS &
QUEIROZ 1999; QUEIROZ et al., 2001; VALADARES & QUEIROZ 2002; QUEIROZ et al., 2004).

A utilizacé@o de ensaios clonogénicos de forma investigativa em estudos pre-clinicos de novas substancias
€ mais recente. In vitro, em presenca de meio de cultura para tecidos e de uma mistura de citocinas especificas
para cada linhagem celular, os progenitores formam coldnias distintas fenotipicamente de células diferenciadas. A
estas células deu-se o nome de unidades formadoras de colénias (“Colony Forming Unit”, CFU) (QUEIROZ,
1988). Os ensaios clonogénicos de progenitores aplicados as investigacbes hematotoxicolégicas incluem
unidades formadoras de colénia comprometida com a linhagem de granulécitos e macréfagos (“Colony Forming
Unit-Granulocyte Macrophage”, CFU-GM), com a linhagem eritréide (“Burst Forming Unit-Eritroid”, BFU-E) e com a
linhagem megacariocitica (“Colony Forming Unit-Megakaryocyte”, CFU-MK) (PARENT-MASSIN 2001; MALERBA
et al., 2004).

O tipo de hematotoxicidade mais freqlente e amplamente estudado in vitfro sdo os efeitos agudos de
drogas sobre os progenitores da medula 6ssea da série granulocitica/macrofagica. A quantificagdo da
mielotoxicidade é feita a partir do nimero de células progenitoras sobreviventes em fungdo do nivel de exposicao
ao xenobidtico na presenca de concentracdes maximas do fator estimulador de colbnias de granulécitos e
macréfagos (“Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor” GM-CSF) (METCALF 1984; GRIBALDO 2002;
PESSINA et al., 2003; DIODOVICH et al., 2004).

Uma vez que a mielotoxicidade pode resultar tanto do efeito direto da droga sobre os progenitores
hematopoiéticos quanto do efeito sobre as células do estroma medular ou expressdo de citocinas/receptores,
diferente protocolos de investigacdo tém sido desenvolvidos e propostos para a avaliagdo da integridade da
hematopoiese in vitro (PARENT-MASSIN et al., 1993; GRIBALDO et al., 1996; PESSINA et al., 1998; PESSINA et
al., 1999; PESSINA et al., 2003). Todos estes testes sdo modificacdes da técnica original descrita por BRADLEY e
METCALF (1966), e também desenvolvida e modificada por outros autores (DEXTER et al., 1973; DEXTER &
TESTA, 1976; DEXTER & SPOONCER, 1987).

Além da cultura clonal de precursores hematopoiéticos para granuldcitos e macrofagos (CFU-GM), o
modelo mais estudado, merece citacdo a cultura liquida de longa duragdo da medula dssea (“Long Term Bone
Marrow Culture”, LTBMC). Esta cultura consiste em um modelo in vitro para estudo do estroma medular
(GRIBALDO el al., 1999; GRIBALDO et al., 2000). A supressédo da formagédo do estroma medular induzido por
drogas leva a um declinio rapido da formacdo de CFU-GM e morte das células progenitoras. Um outro aspecto
importante neste sistema € a capacidade metabdlica das células estromais mediada por enzimas do citocromo P-
450, o que permite ainda a avaliacdo dos efeitos de metabdlitos de drogas sobre a mielopoiese (MYERS &
FLESHER, 1990).

In vivo, substancias como o0s antineoplasicos, toxinas microbianas e radiacdo ionizante destroem
rapidamente os progenitores da medula 6ssea em divisdo, sendo que uma Unica dose aguda pode resultar em
neutropenia ou trombocitopenia 4 a 20 dias apds a exposicao (NEELIS et al., 1997; MALERBA et al., 2002).
Durante o estagio de desenvolvimento de uma nova droga, um aspecto importante é predizer se o agente novo
serd clinicamente toxico para a medula 6ssea e se a toxicidade é especifica para uma linhagem celular. A
mielotoxocidade é o maior fator limitante para o uso das doses requeridas dos antineoplasicos no tratamento dos
tumores. Desta forma, usualmente se busca predizer dois niveis de exposi¢do: a maior dose que ndo causara
efeitos adversos clinicos e qual a dose que causa o0 maximo de efeitos téxicos reversiveis tolerados, denominado
Méaxima Dose Tolerada (MTD). O estabelecimento da MTD é importante na escolha das doses iniciais
empregadas nos ensaios de Fase | do desenvolvimento de farmacos (PARCHMENT et al., 1998; PARCHMENT,
2000).

O Centro Europeu para a Validacdo de Métodos Alternativos (“European Centre for the Validation of
Alternative Methods”, ECVAM) em conjunto com uma rede de laboratérios internacionais realizaram a validagéo
do método in vitro CFU-GM como uma importante ferramenta na investigacdo preditiva de neutropenia clinica
durante a fase investigativa pré-clinica de novas substancias. Neste ensaio, sdo empregadas células de medula
O0ssea murina e/ou células humanas de corddo umbilical (ricas em “stem cell”) (Figura 1). Os dados obtidos s&o:
gual dose ou nivel plasmatico da droga sera hematotéxico, qual a menor dose que produz citopenia, qual a menor
dose em que mais provavelmente ocorrera o restabelecimento celular, qual a maxima dose tolerada e potencial de
novas substancias produzirem neutropenia clinica (PARENT-MASSIN et al.,, 1994; GRIBALDO et al., 1999;
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PESSINA et al., 2003; DIODOVICH et al., 2004; MALERBA et al., 2004). Alem disso, nestes ensaios € possivel
demonstrar efeitos sinérgicos e antagdénicos de varios compostos (DU et al., 1990). Desta forma é possivel se
obter informagfes da toxicologia/farmacologia humana, no caso do emprego de células de cordao umbilical,
mesmo em estagios investigativos iniciais que poderdo direcionar as proximas etapas da investigacdo
toxicolégico-terapéutica de novas drogas.

Ensaio clonogénico CFU-GM

No ensaio clonogénico CFU-GM aplicado a toxicologia, os progenitores hematopoiéticos, numa
concentracao celular conhecida, sdo semeados em placa de petri de 35 mm contendo meio semi-solido, como por
exemplo, agar (0,3%) ou metilcelulose, na presenca de citocinas apropriadas (SCF, GM-CSF e Interleucina-3) e o
xenobidtico sob investigagdo, Figura 1. As placas sao incubadas a 37°C, na presenca de 5% de CO,, por 7 dias
para células murinas ou 12-14 dias para células humanas. O numero de coldnias é entdo quantificado com o
auxilio de microscopio de dissec¢do (PESSINA et al., 2002). Atualmente estuda-se um método automatizado para
a contagem das coldnias (MALERBA et al., 2004). Cada progenitor produz uma colénia. As colénias em cultura
sdo originarias de uma Unica célula sendo, portanto, consideradas clonadas (PARENT-MASSIN, 2001). Uma vez
gue as células progenitoras sdo heterogéneas e considerando o tamanho do clone, a cinética de desenvolvimento
e distribuicdo, a analise das diferencas de tamanho, na presenca de um xenobi6tico, permite a distingdo entre as
diferentes expressfes do efeito toxico. Os efeitos toxicos podem se apresentar como: destruicdo das células, o
bloqueio da mitose, atraso da mitose ou 0 aumento no ndmero de mitoses. Utilizando curvas de dose-efeito é
possivel determinar como referéncia as concentragées inibitérias para 50% ou 90% de proliferagcéo celular, ou
seja, 0 ICxo ou ICqq, respectivamente (PARENT-MASSIN, 2001; PESSINA et al., 2001).

A granulopoiese é a parte da hematopoiese responsavel pela producdo de granuldcitos e macréfagos
através da proliferacdo e diferenciacdo de progenitores especificos, CFU-GM (CD13", CD33", CD34", CD115",
CD116", CD123", CD131") (PARENT-MASSIN, 2001).

A cultura CFU-GM foi inicialmente utilizada para confirmar a origem da agranulocitose. Isto foi realizado
para demonstrar a relacdo entre desordens sanguineas e a administracéo de drogas (LIND et al., 1973; BARRET
et al.,, 1976; KELTON et al., 1979; IRVINE et al., 1994; ASCENSAO et al., 1984; PARENT-MASSIN et al., 1993).
Estes autores mostraram que a realizacdo sistematica da cultura de CFU-GM apds o restabelecimento medular,
na presenca de drogas e/ou soro da fase aguda, poderia ser um critério adicional para a avaliacdo da
possibilidade do envolvimento de drogas nos casos de agranulocitose, acompanhados apés a utilizacdo da droga.

Neste contexto, o desenvolvimento de ensaios preditivos in vifro para hematotoxicidade utilizando o ensaio
clonal CFU-GM foi um grande avanco. Inicialmente estes ensaios eram realizados com células de medula 6ssea
humana, e posteriormente foram feitos com células murinas com o objetivo de melhor viabilizar o método, torna-lo
reproduzivel, facil, barato e que possa ser utlizado para avaliagdo de xenobidticos como pesticidas,
contaminantes ambientais, alimentos e drogas novas (PARENT-MASSIN & THOUVENOUT, 1993; GRIBALDO,
1998; PARENT-MASSIN, 2001).

Uma vez estabelecido os ensaios murinos, um outro grande passo foi o estabelecimento de testes
utilizando células humanas de cordao umbilical para se obter dados estimando os niveis toleraveis que facilitariam
a busca de agentes terapéuticos com grande potencial terapéutico e baixa toxicidade. Em 1994, PARCHMENT e
colaboradores estabeleceram uma correlacdo entre a severidade clinica de neutropenia com o pirazoloacridina e a
inibicdo de CFU-GM in vitro. Durante um Workshop da ECVAM em 1995, sobre a utilizacdo dos ensaios in vitro
para a avaliacdo da hematotoxicidade, os participantes elegeram como prioridade maxima a validagdo do método
de CFU-GM como sendo preditivo de neutropenia, com base nas evidencias existentes relatadas para a sua
utilizacéo, bem como a similaridade entre os protocolos estabelecidos independentemente por varios laboratérios.
Posteriormente, em um estudo de pré-validacdo com 6 drogas anticancer foi desenvolvido o procedimento
operacional padrdo (POP) para os ensaios de CFU-GM (PESSINA et al, 2001). Em 2003, PESINA e
colaboradores publicaram a validacdo do método de CFU-GM para predizer neutropenia clinica e um modelo para
predicdo da Méxima Dose Tolerada de xenobiéticos mielosupressivos. Recentemente foi desenvolvida uma nova
técnica miniaturizada realizada em placa de 96 pocos para avaliacdo dos efeitos toxicos de antineoplasicos sobre
CFU-GM, a qual mostrou eficiéncia, alem de correlacdo com a técnica original realizada em placa de petri
(MALERBA et al., 2004).
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Figura 1: Ensaio clonogénico de CFU-GM em estudos toxicolégicos.

CONCLUSOES

O ensaio clonogénico de CFU-GM tem sido empregado para confirmar ou detectar o risco de um
xenobidtico induzir danos & medula éssea, 0 que propicia a obtengdo de informag8es toxicolégicas humana nos
estagios investigativos iniciais. Estes dados séo utilizados para direcionar as proximas etapas da investigacao
toxicologica-terapéutica de novas drogas. A validacao deste método pela ECVAM como preditivo de neutropenia
clinica de agentes mielotoxicos consolidou o sucesso do método. Estudos com o objetivo de validar os métodos
de CFU-MK e BFU-E estdo em de andamento.

Além dos aspectos j& mencionados, outra grande vantagem da aplicagdo deste método é a reducéo
significativa do numero de animais amplamente empregados na avaliagdo de toxicidade/seguranca em
investigacOes toxicoldgicas pré-clinicas. A desvantagem do método ainda € a contagem das colbnias, devido ao
namero modesto de formacao e a distribuicdo das col6nias em diferentes niveis do meio de cultura.

Finalmente, é importante salientar ainda o desenvolvimento de novas metodologias capazes de elucidar o
envolvimento de estruturas moleculares na citotoxicidade sobre os progenitores hematopoiéticos.
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