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RESUMO

Passipieri, J.A. Isolamento, caracterizacdo e diferenciacdo de células derivadas do
mesoderma extra-embrionario da placenta humana a termo. Disserta¢do (Mestrado
em Ciéncias Biologicas — Biofisica) — IBCCF-UFRJ

A placenta é orgdo materno-fetal temporario, e por ser descartado ap6s o parto, €
um material disponivel em larga escala, de facil obtencdo, e seu uso ndo esta
associado a riscos para a saude da mae ou do feto.Tal caracteristica a torna uma
fonte promissora de células para terapia celular. Este trabalho visa isolar,
caracterizar e avaliar o potencial de diferenciacdo de células derivadas do
mesoderma extra-embrionario da placenta humana. Para isso, placas coridnicas de
placentas humanas (n=12) e vilosidades coribnicas (n=12) foram dissecadas e as
células isoladas apds digestdo enzimatica. Foram isoladas 22,0+0,23 x10° and
6,30+0,35 x10° células/grama de placa e vilosidade coribnica processada,
respectivamente. Quando mantidas em cultura, essas células adquiriram morfologia
semelhante a de fibroblasto e 92,02 + 1,37% das células derivadas da placa
coribnica e 79,13 + 2,76% das células derivadas das vilosidades coridnicas
expressavam um painel fenotipico caracteristico de células mesenquimais estromais
multipotentes (MSCs) derivadas da medula 6ssea: CD105", CD73*, CD90", CD166",
CD54%, CD45, CD34, CD14, CD133 e HLA-DR. Para testar o potencial
multipotente, as células derivadas da placa e vilosidade coridnica foram submetidas
a protocolos de inducdo adipogénica (n=3) e osteogénica (n=3). Apds 21 dias, as
células mantidas apenas com meio de cultura completo ndo apresentavam
diferenciagdo espontanea; enquanto as mantidas em meio de indugdo acumularam
vacuolos de lipideos no citoplasma, e depdésitos de calcio na matriz extracelular,
indicadores de diferenciacdo adipogénica e osteogénica, respectivamente. Quando
submetidos ao mesmo protocolo de diferenciacéo, fibroblastos cardiacos de ratos
neonatos (n=3) ndo eram induzidos a adipogénese ou osteogénese, confirmando a
multipotencialidade das células placentarias. As células placentarias a fresco (n=4)
foram submetidas a caracterizagdo por citometria de fluxo e apenas 13,47 + 6,62% e
11,63 * 4,66% das células derivadas da placa e vilosidade coribnica,
respectivamente, eram células CD45 CD34 e CD105'. Essas células n&o
expressavam marcadores da linhagem hematopoiética (CD14°, CD133" e HLA-DR)),
mas, comparando com o observado em cultura, houve uma redugéo na quantidade
de células que coexpressavam CD90, CD73, CD166 e CD54. Pudemos propor que a
expansao in vitro foi responsavel pela sele¢do de células com o imunofendtipo que
corresponde ao de MSCs ou o imunofenotipo das células a fresco ndo corresponde
aquele expresso pelas células em cultura. Com base nestes dados, concluimos que
caracteristicas expressas pelas células derivadas do mesoderma extra-embrionario
da placa e vilosidade corionica da placenta humana, como aderéncia ao frasco de
cultura, perfil imunofenotipico e a diferenciacdo em células da linhagem
mesodérmica, permite-nos classifica-las como MSCs. Assim, é importante
desenvolver mais estudos que avaliem o perfil imunofenotipico destas células a
fresco.

Palavras-chave: placenta a termo, caracterizacdo, células mesenquimais,
diferenciagéo, adipogénese, osteogénese.



ABSTRACT

Passipieri, J.A. Isolation, caracterization and diferentiation of term placenta derived
extraembryonic mesodermal cells. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas —
Biofisica) — IBCCF-UFRJ

The placenta is a temporary organ, and because it is discarded post partum, it is
available in large quantities and its use in research is not associated with health risks
to the mother or fetus. Such characteristics turn it into an attractive alternative source
of progenitor cells for basic research cellular therapy. This study aims to isolate,
characterize and evaluate the differentiation potential of term placenta derived
extraembryonic mesodermal cells. The chorionic plate (n=12) and villi (n=12) of
human term placentas (n=12) were dissected and the cells were isolated through
enzymatic digestion. There were isolated 22.0+0.23 x10°> and 6.30+0.35 x10°
cells/gram of chorionic plate and villi, respectively. In culture, the cells displayed
fibroblast-like morphology and 92.02 + 1.37% of the chorionic plate cells and 79.13 +
2.76% of the chorionic villi cells expressed immunophenotipical characteristics that
were similar to those expressed by bone marrow multipotent mesenchymal stromal
cells (MSCs): CD105%, CD73%, CD90", CD166", CD54", CD45, CD34, CD14,
CD133 e HLA-DR'. In order to test their multipotent potencial, cells derived from
chorionic plate and villi were submitted to adipogenic (n=3) and osteogenic (n=3)
protocols. After 21 days, the cells maintained in complete culture medium did not
show spontaneous differentiation, while those maintained in induction media showed
cytoplasmatic lipid vacuoles and calcium crystal in the extracellular matrix,
adipogenesis and osteogenesis indicators, respectively. When cardiac fibroblasts
(n=3) were submitted to differentiation protocols, they did not show adipogenic and
osteogenic indicators, which helped us to confirm the multipotent properties of the
placental cells. Freshly isolated placental cells were also characterized by flow
cytometry (n=4) and only 13,47 + 6,62% and 11,63 £ 4,66% of chroionic plate and
villi, respectively, were CD45 CD34 and CD105" cells. They did not expressed
hematopoietic lineage markers (CD14, CD133" and HLA-DR’), but, compared to
cultured cells, there were a reduction of the amount of cells co-expressing CD90,
CD73, CD166 and CD54. It is possible that the in vitro expansion was responsible for
the selection of cells that displayed immunophenotipical characteristics that were
similar to MSCs, or it is also possible that the immunophenotipical characteristics
found in freshly isolated cells is influenced by their in vitro expansion. Based on these
findings, we concluded that the characteristics expressed by the cells derived from
the extraembryonic mesoderm found in the chorionic plate and villi of human
placenta, such as plastic adherence, immunophenotipical profile and differentiation
potential, allow us to classify them as MSCs. However, it is important to develop
more studies to identify the characteristics displayed by freshly isolated cells.

Key words: term placenta, characterization, mesenchymal cells, differentiation,
adipogenesis, osteogenesis.
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1. Introducgéo

1.1 Natureza das células-tronco

Células-tronco séo células clonogénicas indiferenciadas capazes de auto-
renovagao, ou seja, produzir continuamente ceélulas-filhas cujas caracteristicas séo
semelhantes as da célula-mée, e diferenciacdo, caracterizada pela producdo de
células-filhas diferenciadas com capacidade funcional normal (TILL & MCCULLOCH,
1961; SMITH, 2006). As células podem sofrer divisdes simétricas e assimétricas. Na
divis@o assimétrica, a célula-tronco divide-se gerando uma nova célula-tronco e uma
célula que sofrera diferenciacdo. Na divisdo simétrica, algumas células-tronco
dividem-se gerando novas células-tronco, enquanto outras geram apenas células
com potencial para diferenciagdo. Assim, cada tipo de divisdo celular ocorre

seguindo modelo deterministico ou estocético.

As células do zigoto sdo consideradas células-tronco totipotentes, pois séo
capazes de gerar todos os tipos celulares, inclusive os anexos placentarios. Apos
diversas divisdes assimeétricas, 0 zigoto atinge o estagio de blastocisto, constituido
pela massa interna de células e células do trofoblasto. A massa interna € composta
por células pluripotentes, ou seja, células dos trés folhetos germinativos (endoderma,

mesoderma e ectoderma), mas ndo sao capazes de gerar 0os anexos placentarios.

No individuo adulto, h4 uma populacdo rara de células multipotentes
consideradas células-tronco adultas (CTA). Elas sédo células indiferenciadas entre as
células diferenciadas que compde cada tecido, e possuem capacidade de replicagéo
limitada, diferenciando apenas em linhagens relacionadas ao seu tecido de origem.
Elas estdo distribuidas pelo corpo em “nichos” e acredita-se que seu papel esteja

relacionado ao processo de reparo do organismo. Suas principais funcfes sao



manter homeostase do tecido (HOLTZER, 1978), e substituir, seguindo os limites de
regeneracdo de cada tecido, as células especializadas mortas por envelhecimento,
injuria ou doenca (LEBLOND, 1964). As células-tronco olipotentes e unipotentes séo
capazes de gerar poucos e apenas um tipo celular, respectivamente. Os
progenitores mieldides sdo bons exemplos de células olipotentes, pois conseguem
diferenciar-se em mondcitos, macréfagos, eosindfilos, neutréfilos e eritrécitos
(AKASHI et al., 1999). Como consequéncia do ilimitado potencial terapéutico que
essas células oferecem, elas despertam muito interesse NA comunidade cientifica e

clinica.

1.2 Terapia celular e células-tronco

O principal objetivo da medicina regenerativa € substituir ou restabelecer a
funcdo de células, tecidos ou 6rgaos danificados. A engenharia tecidual e a terapia
celular sdo componentes fundamentais utilizados pela medicina regenerativa, e
diversos tipos de células tronco tém potencial para serem aplicadas na terapia

celular.
1.2.1 Células-tronco embrionarias

As células-tronco embrionarias (CTE) sdo formadas a partir da extracdo de
células da massa interna do blastocisto. As CTE foram isoladas pela primeira vez em
1981 (EVANS & KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981), quando a massa interna de
célula do blastocisto de camundongos foi cultivada sobre uma camada de
fibroblastos de embrido de camundongo mitoticamente inativos, e mantidos em meio
de cultura convencional complementado com soro fetal bovino. A adicdo de uma
citocina chamada Fator Inibitério de Leucemia (LIF) possibilitou o cultivo das CTE

sem que elas perdessem seu estado indiferenciado, permitindo o cultivo de CTE em



maiores proporcdes (SMITH et al., 1988; WILLIAMS et al., 1988). E, finalmente, em
1998, foi estabelecida a primeira linhagem de células-tronco embrionarias humanas

(THOMSON et al., 1998).

O método mais descrito para diferenciacdo de células-tronco embrionarias €
via formacao de corpos embrioides. A diferenciacdo ocorre de maneira heterogénea,
levando a formagdo de células dos trés folhetos germinativos, ectoderma,
endoderma e mesoderma. No entanto, como o transplante de CTE indiferenciadas
leva a formacdo de teratomas, a pré-diferenciacdo e purificagdo das células sdo
etapas fundamentais para sua utilizacdo em terapia celular. E apesar dos inimeros
esforcos de cientistas para direcionar a diferenciacdo das células (KLUG et al.,

1996), a obtencdo de uma populagdo homogénea e pura ainda néo foi estabelecida.

O uso terapéutico das CTE tem limitacbes como a geracdo de uma
guantidade de células suficiente para transplante, e ainda é preciso determinar a
melhor maneira de aplica-las, e como evitar a rejeicdo pelo sistema imunolégico do

paciente (ROBERTSON, 2001).

1.2.2 Células-tronco adultas

As células-tronco adultas sdo muito raras, e residem em nichos em muitos
tecidos, como, por exemplo, a medula 6ssea, cérebro, figado, pele, musculo
esquelético, pancreas sangue e polpa dentaria (PRESNELL, PETERSEN &
HEIDARAN, 2002; SPRADLING, DRUMMOND-BARBOSA & KAI, 2001; JIANG et
al., 2002(). A fonte de células-tronco adultas mais bem estabelecida € a medula
O0ssea, onde residem células-tronco hematopoiéticas (CTH) e células-tronco

mesenquimais (FRIEDENSTEIN et al., 1974). A terapia utilizando células adultas



comecgou em 1956, quando foi realizado o primeiro transplante de medula 0ssea

(THOMAS et al., 1957).

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) foram caracterizadas por Till e
McCollough, na década de 1960 (TILL & MCCULLOUGH, 1961). Estas células
apresentam capacidade de auto-renovacdo e sao responsaveis pela renovacao de
todos os tipos celulares do sangue; podem ser mobilizadas da medula para a
circulacao periférica mediante estimulos especificos, como por exemplo, através da
aplicacédo da citocina G-CSF (Fator estimulador de col6nias granulocitarias) (FU &
LIESVELD, 2000), e ainda controlam mecanismos de apoptose, mantendo nas CTH

o equilibrio entre geracao e morte. (NIH, 2006).

As células-tronco hematopoiéticas sao raras, representando apenas 1 em 10
— 15 x 10° células da medula, e morfologicamente semelhantes as outras células. A
presenca de marcadores de superficie celular denominados “Cluster” de
Diferenciacdo (CD) 34, CD59 (Protectina), CD90 (Thyl- antigenos de timdcitos);a
baixa expressao (positivo fraco) de CD38 (ectoenzima funcional), CD117 (Receptor
c-kit); e auséncia de marcadores de linhagens especificas (Lin") (BAUM et al., 1992)

tém sido aceitos como caracteristicas de CTH humanas.

A presenca de células-tronco ndo hematopoiéticas na medula Ossea foi
sugerida pela primeira vez a mais de 130 anos (COHNHEIM, 1867), e confirmada
através do trabalho de Friedenstein e colaboradores (FRIEDENSTEIN et al., 1974).
Recentemente, foram denominadas “Células mesenquimais estromais multipotentes”
(MSC) (HORWITZ et al.,, 2005), e sdo caracterizadas por sua capacidade de
aderéncia ao plastico, potencial multipotente para expressar indicadores de
diferenciagdo em células de linhagens de tecido conjuntivo, e expressdo de

antigenos de superficie especifica (DOMINICI et al., 2006).



Fenotipicamente, as MSC expressam diversos marcadores, mas nenhum
deles é exclusivo deste tipo celular. Expressam CD105 (também chamada de
endoglina), CD90 (ou Thyl) e CD73 (ecto-5-nucleotidase), CD166 (ALCAM,
Molécula de Adeséo Celular para Leucécitos Ativados), CD54 (ICAM-1, Molécula de
Adesdao Intercelular) e CD29 (Cadeia de Integrina beta-1). No entanto, € consenso
que as MSC adultas ndo expressam antigenos de superficie tipicos de células
hematopoiéticas: CD45 (marcador de leucécitos), CD34 (presente em progenitores
hematopoiéticos e endoteliais), CD14 ou CD11lb (expressos em mondcitos e
macrofagos), e CD79a ou CD19 (marcadores de linfocitos B), e HLA-DR (complexo
de histocompatibilidade tipo I1I) ou CD31 (PECAM-1, Molécula de Adesao Celular
Endotelial de Plaguetas, expresso em plaguetas, mondcitos, granulécitos e células
endoteliais), CD18 (LCAMB, Integrina Beta-2, expresso em leucdcitos) e CD56
(NCAM-1, Molécula de Adesdo Celular Neuronal, expresso em células “natural

killers”, linfocitos B e T)

O CD105, também conhecida como endoglina, € uma glicoproteina
homodimérica de aproximadamente 180 kDa, que compde o complexo receptor do
fator de crescimento transformante (TGF-f) (BARBARA et al., 1999; CHEIFETZ et
al., 1992). No seu dominio extracelular € encontrado um tripeptideo Arginina-Glicina-
Acido Aspartico (RGD), importante na interacdo célula-célula, sugerindo que seja
exercido pelo CD105 um papel funcional de ligante de integrinas e/ou outros
receptores RGD (GOUNGOS & LETARTE, 1990; LASTRES et al., 1992). O CD105
esta presente na superficie celular de células endoteliais vasculares em proliferagéo
(GOUGOS & LETARTE, 1990), células precursoras hematopoiéticas (BUHRING et
al., 1991; PIERELLI et al., 2001), sinciciotrofoblasto da placenta a termo (GOUGOS

et al., 1992) e células com potencial mesenquimal (LODIE et al., 2002). Seu papel



nas MSCs esta associado a modulacdo da diferenciagcdo das células-tronco,
principalmente nos processos relacionados a osteogénese (HAYNESWORTH,

BABER & CAPLAN, 1992; FONSATI et al., 2001).

O marcador CD90 foi identificado pela primeira vez em precursores de células
T no timo de camundongos, por isso, também €& denominado Thyl (Antigeno de
diferenciacdo de Timécito 1). E uma proteina de membrana de 25-37 kDa associada
ao glicosilfosfatidilinositol. Estd expressa em fibroblastos humanos (SAALBACH et
al., 1998), células-tronco hematopoiéticas (CRAIG et al., 1993), neurdnios
(HAERYFAR et al., 2004) e células endoteliais (SAALBACH et al., 1999). O CD90
exerce diversos papéis, relacionados ou ndo ao sistema imune. Ele é importante na
conducdo do sinal que inibe ou ativa respostas relacionadas a maturacdo dos
linfécitos T (CERASOLI, KELSOE & SARZOTTI, 2001), modula o crescimento de
neuritos (axénios e dendritos) (TIVERON, et al., 1992), induz apoptose em timdcitos
(Hueber et al., 1994), promove adesdo de timdcitos ao epitélio do timo, e de
leucocitos e mondcitos a células endoteliais e fibroblastos (HE et al., 1991;
SAALBACH, HAUSTEIN & ANDEREGG, 2000). Muitas informagfes sobre o CD90 e
seus ligantes permanecerem indefinidas, mas acredita-se que o CD90 seja uma
importante proteina de adesdao que regula interacdes entre a MSC e a matriz

extracelular (BAKER et al., 2004).

Assim como o CD90, o CD73 também é uma proteina de superficie acoplada
a glicosilfosfatidilinositol. Trata-se de uma enzima chamada ecto-5-nucleotidase,
responsavel pela hidrolise extracelular de nucleosideos monofosfatos, como o AMP
(monofosfato de adenosina), em unidades nucleosidicas bioativas, fornecendo
precursores para 0 metabolismo energético e para sintese de &cidos nucléicos

(ZIMMERMANN, 1992). O CD73 esta relacionado a coordenacdo de diversas



repostas fisioldgicas, como no transporte de ions e fluidos pela membrana epitelial
(STROHMEIER et al., 1997), regulacdo da permeabilidade exercida pelas barreiras
criadas pelo epitélio (SYNNESTVEDT et al.,, 2002) e endotélio (LENNON et al.,
1998), adaptacgdo celular a hipdxia, uma vez que a regulagéo positiva da expressao
e funcdo do CD73 ja foi observada em diversos tipo celulares (SYNNESTVEDT et
al., 2002; ELZCHIG et al., 2003; LEDOUX et al., 2003; NAPIERALSKI et al., 2003).
No entanto, o papel exercido pelo CD73 nas MSCs permanece desconhecido.
Sugere-se que seu papel ndo esteja relacionado a funcdes enzimaticas, mas seja
responsavel por sinais de ativagdo, como em linfécitos T (THOMPSON et al., 1987)
ou exerca papel de molécula de adesao, controlando interacdes da célula-matriz e

regulando a sinalizagéao para diferenciagéo celular (BARRY et al., 2001).

O CD166, também conhecido como ALCAM (Molécula de Adesédo Celular de
Leucdcito Ativado), € uma glicoproteina transmembrana de aproximadamente 65
kDa, membro da superfamilia da imunoglobulinas, responsavel por mediacfes
intercelulares (SWART, 2002). Embora esteja presente em diversos tecidos, o
ALCAM normalmente estd restrito a tipos celulares envolvidos em crescimento
dindmico e/ou migracdo, logo, ele exerce um papel importante em processos
fisioldgicos, como hematopoiese (MATSUMOTO et al., 1997; UCHIDA et al., 1997),
desenvolvimento do timo (PATEL et al., 1995), resposta immune (Levesque et al.,
1998), extensdo de neuritos (SEKINE-AIZAWA et al., 1998), migracdo de neurdnios

(Heffron & Golden, 2000) e osteogénese (BRUDER et al., 1998).

O CD54, conhecido como ICAM-1 (Molécula de Adeséao Intercelular), também
€ um membro da superfamilia das imunoglobulinas, e apresenta peso molecular de
80-114 kDa, dependendo do seu grau de glicosilagdo. Seus dominios extracelulares

estdo associados a adesao intercelular e entre a célula e a matriz. Compde a



membrana de diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais, epiteliais,
fibroblastos, leucdcitos, queratindcitos, hepatécitos, e células de musculo liso
(revisado em VAN DE STOLPE & VAN DER SAAG, 1996). Sua fungdo mais bem
descrita é na participacdo da migracao de leucécitos através do endotélio e ativagédo
de linfécitos T, processo no qual funcionam como moléculas co-estimulatérias

(ZUCKERMAN et al., 1998).

A caracterizacao imunofenotipica das MSCs revela que elas expressam niveis
variaveis de HLA-ABC (conhecido como complexo de histocompatibilidade de classe
I) e niveis negligenciaveis de HLA-DR (complexo de histocompatibilidade de classe
II) e moléculas co-estimulatérias como CD40, CD80, e CD86. A auséncia destas
moléculas co-estimulatérias faz com que os linfécitos T ativados pelo HLA-DR nao
se complete, resultando em linfocitos T inativos (JAVAZON et al., 2004), o que
confere a essas células propriedades nao-imunogénicas, permitindo que seu
transplante em hospedeiro alogénico possa ocorrer sem a utilizacdo de

imunossupressores (BARRY et al., 2005).

De acordo com o trabalho de Pittenger et al. (1999), além de apresentarem
caracteristicas imunofenotipicas peculiares, as MSCs derivadas da medula 6ssea
podem ser induzidas in vitro a expressar indicadores de diferenciacdo em células do
tecido conjuntivo, como adipdcitos, ostedcitos e condrécitos. As células submetidas
ao meio de inducao osteogénico passam a acumular agregados de cristais de calcio
na matriz extracelular e aumentam sua expressao de fosfatase alcalina. As células
submetidas a indugéo adipogénica acumulam vacuolos de lipideos no citoplasma e
expressam proteinas relacionadas ao metabolismo de lipideos, como lipases e
proteinas que se ligam a acidos graxos. As células que adquirem caracteristicas

tipicas de condrécitos passam a se organizar em multicamadas e a acumular



glicosaminoglicanas na matriz extracelular. Wakitani et al. (1995) mostraram que as
MSCs derivadas da medula 6ssea sdo capazes de difereciagdo in vitro em
mioblastos, apés tratamento com o composto 5-aza-citidina. Em adi¢cdo, Woodbury
et al. (2000) relataram que essas células podiam passar a expressar marcadores
tipicos de neurbnios, embora ndo apresentassem os canais ibnicos dependentes de

voltagem necessarios para gerar potencial de acdo (HOFSTETTER et al., 2002).

Como as MSC apresentam caracteristicas imunolégicas Unicas que suprimem
proliferacéo de linfocitos in vitro, prolongam a sobrevivéncia de implantes de pele in
vivo (BARTHOLOMEW et al., 2002), apresentam ampla capacidade de
diferenciacédo, propriedades imunoregulatérias e capacidade de auto renovacéo

(GERSON, 1999), estas sao consideradas um promissor agente terapéutico.

A utilizacdo de MSC da medula 6ssea em terapia celular € vantajosa, porque
pode ser extraida do proprio paciente, permitindo a realizagdo de um transplante
autdlogo. No entanto, as MSCs sao uma populacdo rara na medula 6ssea do
individuo adulto (aproximadamente 0,001-0,01%) (PITTENGER et al., 1999), a sua
frequéncia e capacidade de diferenciagédo tendem a diminuir com o avango da idade
do individuo (D'IPPOLITO et al., 1999; RAO & MATTSON, 2000) e a extracdo da

medula 6éssea € um processo invasivo.

Logo, diversos grupos investiram na procura de fontes alternativas de células
mesenquimais. Assim, MSC ja foram isoladas de musculo esquelético (WILLIAMS et
al., 1999), tecido adiposo (ZUK et al., 2001), liquido sinovial (BARI et al., 2001),
polpa dentaria (GRONTHOS et al., 2000). Elas foram encontradas também em
sangue periférico adulto (ZVAIFLER et al., 2000), embora em quantidade muito
pequena (DAZZI et al., 2006). No entanto, apesar de residirem no tecido conjuntivo

da maioria dos 6rgdos (YOUNG et al., 1995), as MSCs ndo sao equivalentes em
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relacdo ao seu potencial de diferenciacdo, principalmente nos ensaios in vivo
(KUZNETSOV et al.,, 1997). A expressao de marcadores de superficie varia de
acordo com o tecido de origem, os métodos de isolamento e cultivo e espécie de

origem (JAVAZON, BEGGS & FLAKE, 2004; BADDOO et al., 2003).

Como a formagdo destes tecidos extra-embrionarios ocorre no inicio do
desenvolvimento embrionério, é possivel que dentre as células, resida populacdes
de células-tronco com capacidade de diferenciagdo maior que a das células-tronco
adultas (MARCUS & WOODBURY, 2008). Dentre os tecidos-alvo de estudos estéo o
sangue, vasos e estroma do corddo umbilical (ERICES, CONGET & MINGUELL,
2000; COVAS et al., 2003; KARAHUSEYINOGLU et al., 2007), membranas fetais
coribnica e amnidtica (BAILO et al., 2004; MIKI & STROM, 2006; SONCINI et al.,
2007), e placenta a termo (FUKUCHI et al., 2004; YEN et al., 2005; BATTULA et al.,
2007) Como esses tecidos sdo normalmente descartados ap0s o0 nascimento, eles
sdo adquiridos facilmente, através de meios néo invasivos, e estdo disponiveis em

larga escala.

1.3 Placenta

1.3.1 Aspectos gerais

A placenta e o corddo umbilical formam o sistema de transporte entre a
mae e o feto, transportando oxigénio e nutrientes da mae para o feto, e excretas e
diéxido de carbono, no sentido oposto. As principais funcdes da placenta e
membrana fetais s&o: prote¢do, nutricdo, respiracdo, excre¢do e producao de

hormonios (GEORGIADES et al. 2001).

A placenta (do grego Plakuos, Bolo Chato) humana é um orgéo feto-maternal

temporério, que geralmente apresenta forma discéide com 15-20 cm de diametro e
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2-3 cm de espessura, e quando totalmente desenvolvido, pesa aproximadamente
um sexto do peso do feto. A superficie de intercambio formada pela placenta é de

aproximadamente 10 m? (BAERGEN, 1997).

A decidua (do latim Deciduus, que se desprende) corresponde a camada
funcional do endométrio da mulher gravida. Ha trés regides deciduais: Basal, porcao
mais distante do concepto e forma a parte materna da placenta; Capsular, porgédo

superficial que recobre o concepto; Parietal, € a parte restante da decidua (Figura 1).

= Decidua basalis

Amnion
Cérion

Decidua parietalis
Miométrio

Fig. 1: Desenho esquematico representando a decidua basal e parietal
(adaptado de ‘t Anker et al., 2004).

A porcédo fetal da placenta corresponde ao cérion viloso ou frondoso,
constituido pela placa coridénica, nome atribuido a parede do cérion relacionada a
placenta, de onde surgem as vilosidades coridnicas. Ela fica voltada para a cavidade
amniotica e é constituida por duas estruturas: a membrana amnidtica e o corion. A
membrana amnioética é formada por um epitélio, uma camada compacta, mesoderma
amniotico e camada esponjosa. O corion é composto por mesénquima (originado a
partir do mesoderma extra-embrionario), uma regido de células trofoblasticas

extravilosas, cobertas ou ndo por células do sinciciotrofoblasto.
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A partir da placa coribnica sdo formadas as vilosidades coridnicas. No inicio
do desenvolvimento, as vilosidades coribnicas recobrem todo saco coriénico, mas
com o decorrer do desenvolvimento, as vilosidades associadas a decidua capsular
sdo comprimidas e degeneram, formando o coérion liso. Ao mesmo tempo, as
vilosidade associadas a decidua basal aumentam e ramificam, formando o c6rion
viloso.

As vilosidades-tronco da placa coribnica ramificam-se e projetam-se para o
espaco interviloso, onde esta o0 sangue materno, provenientes dos vasos
sanguineos deciduais. A capa citotrofoblastica € uma camada externa de células do
trofoblasto. A fixacdo das vilosidades-tronco a essa camada € responsavel pelo
ancoramento do saco coriénico a decidua basal.

Proliferacdes do citotrofoblasto, induzidas pelo mesoderma extra-embrionario,
penetram no sinciciotrofoblasto formando vilosidades coribnicas primarias, que
originardo as vilosidades coribnicas da placenta. A estrutura das vilosidades
coridnicas sofrem variacdes dependentes do grau de desenvolvimento da placenta.
As vilosidades precoces possuem em seu interior vasos sanguineos fetais com
parede muscular distinta, além de tecido conjuntivo composto por fibroblastos,
miofibroblastos e macréfagos (células de Hoffbauer). As vilosidades intermediarias e
de termo possuem capilares e um mesénquima fino. Projecdes da placa basal, no
lado materno, dentro das vilosidades coribnicas produzem o septo placentar, que
divide o parénquima em cotilédones irregulares, visiveis apenas no lado materno da
placenta (CASTELLUCCI et al., 2000) (Figura 2). Cada cotilédone contém duas ou

mais vilosidades-tronco principais e seus inimeros ramos.
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Cotilédone

Cordao
Umbilical

Fig. 2: Vista do lado fetal (A) e materno (B) da placenta humana (Huppertz,
2008).

As artérias e veias endometriais atravessam a capa citotrofoblastica e irrigam
e drenam, respectivamente, o espaco interviloso, formado pelas lacunas do
sinciciotrofoblasto. As vilosidades ramificadas, que se projetam das vilosodades-
tronco coridbnicas, criam uma enorme superficie e permite a troca gasosa e de

nutrientes entre o sangue materno e o fetal (Figura 3).

Endométrio — e emy———Vasos sangiiineos
- - 5 _ maternos

Sinciciotrofoblasto

Citotrotrofoblasto

Centro de mesoderma
com capilares

Placa
coridnica

——— e e

Pedunculo ( Cavidade
do embrido coridnica

Fig. 3: Desenho esquematico mostrando o sistema de irrigacdo da placenta,
realizado pelos vasos sanguiineos fetais (adaptado de Sandler, 2006).

Membrana amniética e membrana coridnica (formada pelo cérion liso) formam
as membranas fetais, circundam o feto e o fluido amniético. O crescimento da

membrana amniotica é mais acelerado que o crescimento da membrana coridnica,
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logo ocorre fusé@o entre elas, formando a membrana amniocoriénica. Esta, por sua

vez, funde-se a decidua capsular.

A membrana amni6tica é um tecido de origem fetal, constitui a camada mais
interna da placenta, e € composta por uma camada epitelial fina, membrana basal e
estroma avascular, que sdo continuas com a pele do feto, através do cordéo
umbilical. Nela sdo encontrados dois tipos celulares, cujas origens embrionérias sao
distintas: as células amniéticas epiteliais sdo formadas a partir do ectoderma
embrionério (BENIRSCHKE & KAUFMAN, 2000), e as células mesenquimais
amnidticas sdo provenientes do mesoderma extra-embrionario, e elas ficam
adjacentes a camada de células epiteliais (HOYES, 1975; ENDERS & KING, 1988).
Recentemente, foi proposta a presenca de um terceiro tipo celular, encontrado entre
as ceélulas mesenquimais, cujas caracteristicas eram semelhantes a mondcitos

(MAGATTI et al., 2008).

A membrana coridnica é composta por uma regido mesodérmica e uma regiao
trofoblastica. O mesoderma amnidético e coriénico sdo separados por uma camada
esponjosa de fibras de coldgeno, mas ambos apresentam uma composi¢do muito
semelhante. As células trofoblasticas sdo dispersas e apresentam marcadores

imunohistoquimicos de proliferacdo (BENIRSCHKE AND KAUFFMANN, 2000).

1.3.2 Embriologia

Evolutivamente, a formagdo da placenta demandou uma drastica
reestruturagcdo da anatomia materna e o acréscimo de um 6rgao fetal capaz de
absorver nutrientes maternos. Assim, o desenvolvimento do embrido dentro da mée,

sem a utilizag&o do saco vitelino, tornou-se possivel.

Apés a fecundacdo do ovécito, é formado o zigoto, que sofre diversas
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divisbes assimeétricas originando um blastocisto, formado por uma massa interna de
células e uma fina camada externa de células do trofoblasto, que circunda a massa
interna de células e a cavidade blastocistica. No quinto ou sexto dia apds a
fecundacéo, o blastocisto fixa-se a parede do endométrio. A camada de trofoblasto,
ao entrar em contato com o endométrio, prolifera, formando o sinciciotrofoblasto, um
conjunto de células ativamente erosivo, que invade a camada de endométrio através
da liberacdo de enzimas proteoliticas, facilitando a implantacdo do blastocisto

(LINDENBERG et al., 1989) (Figura 4).

blastocisto

decidua

Fig. 4 Desenho esquemaético representando a proliferagédo do sinciciotrofoblasto e
implantacdo do blastocisto no endométrio (adaptado de HUPPERTZ, 2008).

O utero responde a invasao realizada pelas células do trofoblasto enviando
vasos sanguineos para a area, que logo entrardo em contato com o0
sinciciotrofoblasto. Enquanto a implantagdo progride até a segunda semana de
gestacdo, ocorrem mudancas morfolégicas na massa celular interna, cujas células

segregam-se, formando as camadas celulares hipoblasto e epiblasto.

Células do epiblasto, chamadas amnioblastos, desprendem-se e passam a
revestir a cavidade amniédtica. As células que permanecem no epiblasto e as células
do hipoblasto formam o embrioblasto. Ele sofre gastrulacdo e da origem aos trés

folhetos germinativos — ectoderma, endoderma e mesoderma, que formaréo tecidos
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e orgaos especificos.

O hipoblasto recobre a teto da cavidade exocelébmica e é continuo com a
membrana que reveste esta cavidade. A cavidade exoceldmica d& origem ao saco
vitelino primitivo, cujo endoderma dara origem a uma camada de tecido conjuntido
frouxo, denominado mesoderma extra-embrionario, que reveste a cavidade
amnidtica, saco vitelino e embrioblasto (Figura 5). O mesoderma extra-embrionario
também também recebe tecido mesodérmico do embrido, que migra pela linha

primitiva e torna-se extra-embrionario (BIANCHI et al., 1993).

Estrpma endometrial

L s _Vasos
Glandula b— sanglineos

uterina -

e Citotrofoblasto
Cavidade blastocistica

| Hipoblastos
Cavidade

amnidtica

Fig. 5: Desenho esquemaético representando a formacao da cavidade amnidtica,
saco vitelino e a presenca do embrioblasto, situado entre eles (adaptado de Sandler,
2006).

O sinciciotrofoblasto sofre expansdes e adquire um aspecto esponjoso, dada
a formacéo de uma rede de lacunas, preenchidas com sangue materno e secrecdes
de glandulas uterinas erodidas. Os nutrientes maternos presentes nessas lacunas
chegam até o embrido bilaminar por difuséo, alimentando-o. Concomitantemente, o
mesoderma extra-embrionario também sofre proliferacdo, e aparecem espacos
isolados dentro deles, que se fundem rapidamente, formando o celoma extra-
embrionario. Este celoma é preenchido por fluidos e sua formacdo promove a

reducdo do tamanho do saco vitelino primitivo, formando o saco vitelino secundario
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ou definitivo.

A presenca do mesoderma extra-embriondrio, agora, restringe-se ao contorno
do embrido implantado, proxima a camada de trofoblasto, que é formado por duas
camadas celulares. O citotrofoblasto € uma camada interna mononucleada de
células, de proliferacdo rapida, formadoras das novas células do trofoblasto. Essas
células migram para o sinciciotrofoblasto, fundem-se e perdem suas membranas
plasmaticas. O sinciciotrofoblasto é a camada externa, formada por uma massa
continua e multicelulada, cujos limites celulares sdo imperceptiveis. A membrana
basal destas células as separa das células do citotrofoblasto. O sinciciotrofoblasto
responsavel pela producédo de gonadotrofina coriénica humana (hCG), hérmonio que

mantém a atividade do corpo luteo.

ProliferacGes do citotrofoblasto, induzidas pelo mesoderma extra-embrionario,
fazem com que ele penetre no sinciciotrofoblasto, formando vilosidades coriénicas

primarias, que originardo as vilosidades coriénicas da placenta (Figura 6 A e B).

O pediculo de mesoderma extra-embrionério, que conecta o embrido ao
trofoblasto forma vasos sanguineos, 2 veias e 1 artéria, e origina o cordao umbilical.
Os vasos do corddo umbilicam ramificam-se no mesoderma extra-embrionario do
corion, formando os capilares presentes nas vilosidades coribnicas (Figura 6 C). As
trocas gasosas, absor¢cdo de nutrientes e eliminacdo de excretas é realizada atraves

da superficie dos capilares presentes nas vilosidades coribnicas.
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Fig. 6: Desenho esquematico representando a formacdo de vilosidades
coribnicas induzidas pela presenca do mesoderma extra-embrionario. A) Mesoderma
extra-embrionario induz proliferacdo das células do citotrofoblasto. B) Células do
mesoderma  extra-embrionario e ceélulas do citotrofoblasto invadem o
sinciciotrofoblasto. C) Vasos sanguineos sdo formados a partir do mesoderma
extraembrionario (Moore & Persaud, 2003).

Resumidamente, o corion € formado pelo mesoderma extra-embrionario e as
duas camadas de trofoblasto, o sinciciotrofoblasto e o citotrofoblasto. O cérion e a
decidua, ao fundirem-se, formam a placenta. O epitélio amnidtico € derivado do
ectoderma do epiblasto; a regido de mesoderma do amnion e do cérion é derivada
do mesoderma extra-embrionario; e a regido trofoblastica do corion é derivada do

trofoblasto.

1.4 Células mesenquimais derivadas da placenta

A placenta € composta pela membrana amnidtica, o mesoderma coridnico,

ambos de origem fetal, e a decidua, por¢do materna da placenta.

O potencial terapéutico dos tecidos amnibticos e coridbnicos ja € descrito

desde o século XX. Em 1910, Davis relatou casos clinicos nos quais membranas
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fetais foram utilizadas em transplantes de pele (DAVIS, 1910). Desde entdo, 0 uso
de membranas amnidticas ja foi descrito para tratamento de queimaduras (FAULK et
al.,, 1980, SUBRAHMANYAM, 1995), ulceras crbnicas nos membros inferiores
(WARD et al.,1989), e, mais recentemente, tém sido usado como base para
reconstrucdo da superficie ocular (GOMES et al., 2005). Sabe-se a membrana
amniotica pode auxiliar na regeneracao da pele (GRUSS & JIRSCH, 1978), inibicdo
do crescimento bacteriano (TALMI et al., 1991), e do sistema imune celular, e além
de estimular angiogénese (AKLE et al., 1981; UETA et al., 2002). No entanto, os
mecanismos responsaveis por tais propriedades ainda ndo estdo completamente

elucidados (TSENG et al., 1998; KIM et al., 2000).

Estudos tém mostrado que MSCs residem no mesoderma do coérion da
placenta (FUKUCHI et al., 2004) e apresentam propriedades imunossupressoras (LI
et al., 2005; JONES et al., 2007), sendo assim uma das fontes mas seguras de

células alogénicas para terapia celular.

Andlises por microscopia Optica mostraram que as MSCs derivadas da
placenta tém aproximadamente 30 um de diametro por 100 um de comprimento. No
entanto, a analise do tamanho destas células por citometria de fluxo mostra que as
células ndo aderidas apresentam tamanhos variados, cujo diametro varia entre 30
um e 120 um, indicando que ele seja pelo menos 6 vezes maior que um linfocito

(BROOKE et al., 2008).

Ao contrario das células trofoblasticas, as MSC derivadas do corion
expressam CD9 (proteina transmembrana que modula adesdo e migracao celular, e
ativacdo de plaquetas) e vimentina, ndo secretam o hormonio B-gonadotrofina
coribnica (YEN et al., 2005), e ndo expressam HLA-G e citoqueratina 7, marcadores

tipicos de células trofoblasticas (FRANK et al., 2001).
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O perfil fenotipico das MSCs derivadas do cérion ja foi descrito por diversos
autores (IGURA et al., 2004; YEN et al., 2005; PORTMANN-LANZ et al., 2006;
ZHANG et al., 2006b), que confirmam a expressdo de CD105, CD90, CD73, CD44,
CD29 e HLA-ABC, e a auséncia dos antigenos CD45, CD34, CD31, CD133, CD14,
HLA-DR, um perfil muito semelhante aquele expresso por MSCs derivadas da
medula 6ssea adulta, como foi descrito por Pittenger et al. (1999) e Minguell et al.
(2001). Interessantemente, estudos mostram que as MSCs derivadas da placenta
também sdo fortemente positivas para proteinas de membrana que geralmente
estdo associadas a superficie de células-tronco embrionarias, como o SSEA-4
(Antigeno embrionario de estagio especifico 4), TRA1-60 e TRA1-80 (antigenos
relacionados a matriz proteoglicana pericelular de tetracarcinomas e células-tronco

embrionarias) (YEN et al., 2005).

O estudo de Battula et al. (2007) mostrou que, além do SSEA-4, as MSC
derivadas da placenta também expressam outros marcadores de células-tronco
embrionarias, como FZD9, FZD10 (receptores tipo Frizzled), and CD318 (CDCP1,
Buhring et al., 2004), Octamer-4 (Oct-4, uma proteina associada a auto-renovacgao
de CTE indiferenciadas) e Nanog (fator de transcricao expresso por CTE que exerce
um papel muito importante na manutencédo da pluripotencialidade), sugerindo que
essas células apresentam um fendtipo mais imaturo que as MSCs derivadas da
medula Ossea. Além disso, este trabalho mostrou que a expressdo destes
marcadores aumenta quando as células séo cultivadas em meio de cultura livre de
soro fetal bovino, como descrito por Xu et al. (2001). Em adig¢édo, Nishishita et al.
(2004) mostraram que essas células secretam, de maneira expressiva, VEGF (fator
de crescimento endotelial vascular), em proporc¢des semelhantes a aquela produzida

por células Hela.
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A andlise das MSC coribnicas por microscopia eletrdnica de transmissao
revela que, apesar de fenotipicamente semelhantes, as MSC cori6nicas e as MSC
de medula 6ssea apresentam diferencas ultra-estruturais, que talvez explique o

potencial de diferenciacao de cada uma (PASQUINELLI et al., 2007).

A diferenciacdo das MSC coridnicas em células com caracteristicas
endoteliais e neurais ja foi descrita (YEN et al., 2005; MIAO et al., 2006), além da
diferenciagcdo em linhagens mesodérmicas classica, tanto para culturas primarias
como para células imortalizadas (ZHANG et al., 2006a). Trabalho conduzido por
Okamoto e colaboradores (2007) relatou a diferenciacdo de MSC da placa coridnica
em cardiomidcitos funcionais, através da co-cultura com cardiomiocitos neonatais de
camundongos, e o alto indice de diferenciacdo desta células quando comparado
com o das MSC de medula éssea submetidas ao mesmo protocolo. Constatou-se
que as MSC coribnicas extraidas da placa coribnica expressam o fator de
transcricdo Csx/Nkx2.5 ainda no seu estado indiferenciado, o que lhes confere
potencial cardiogénico (OKAMOTO et al., 2007). Além disso, Portmann-Lanz et al.
(2006), ao submeterem MSCs de origem cori6nica a diferenciacdo neurogénica por
meio do &cido retindico, mostraram que elas sdo capazes de expressar marcadores
tipico de células-tronco neurais, precursores neuronais e neurdnios maduros, e tém
potencial neurogénico maior que aquele expresso por MSCs derivadas da medula

0ssea, células amnidticas epiteliais e MSCs derivadas do amnion.

Como a maioria das MSCs humanas, as MSC derivadas da placenta tém vida
média de 21 duplicagbes da populacdo, quando entdo entram em estagio de
senescéncia e cessam a divisdo celular (CAMPISI, 1996). A senescéncia celular
pode ser provocada pela disfuncdo ou perda de expressdo das telomerases

(HARLEY, FUTCHER & GREIDER, 1991). Em adi¢do, o crescimento celular pode
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ser suspenso quando as células sdo submetidas a estresse oxidativo ou danos ao
DNA (RAMIREZ et al., 2001). As MSCs coridnicas puderam ser imortalizadas com
sucesso através da ativacdo da telomerase e regulacdo negativa do gene INK4a,

gue codifica o supressor tumoral p16 (ZHANG et al., 2006a).

A baixa imunogenecidade das células derivadas da placenta (células epiteliais
e mesenquimais) é caracterizada pela baixa expressao de antigenos de MHC de
classe | e a auséncia de moléculas de MHC classe Il (KUBO et al., 2001). Gragas a
isso, essas células tém sido usadas em diversos procedimentos cirirgicos, como 0
tratamento da perda destrutiva de cérnea (SOLOMON et al., 2003) e em ensaios
pré-clinicos, onde mostraram-se capazes de se estabelecer com sucesso em
diversos 6rgdos e tecidos de ratos e suinos neonatais apés transplante, formando

microquimeras (BAILO et al., 2004).

Apesar de varios autores terem definido as propriedades in vitro das MSCs
derivadas da placenta, poucos expdem, de maneira clara, qual regido placentaria
esta sendo utilizada, e poucos estudos comparam a presenca de MSCs no
mesoderma extra-embrionario presente na placa coridnica e no estroma das

vilosidades coridnicas.
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2. Objetivos
Objetivo geral:

e Estabelecer um modelo de cultura de células derivadas do mesoderma extra-

embrionério da placa coridnica e vilosidade coridnica da placenta
Objetivos especificos:

e |solar e cultivar as células derivadas do mesoderma extra-embrionario da

placa e vilosidade coribnica.

e Caracterizar o perfil imunofenotipico das células derivadas de ambas regides

cultivadas em 32 passagem.

e Comparar o perfil imunofenotipico das células da placa e vilosidades coriénica

cultivadas com a fragcao recém isolada.

e Diferenciar as células do mesoderma extra-embrionario da placa e vilosidade

coribnica em adipdcitos e ostedcitos.
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3. Materiais e métodos

3.1 Material

Foram utilizadas 12 placentas humanas de gestacdes a termo (entre 38 e 42
semanas) obtidas na Clinica Perinatal do Centro Pré-Natal de Diagndstico e
Tratamento (CPDT®) - Rio de Janeiro-RJ, apdés parto cesareo e com O
consentimento da paciente, que em geral, eram gestantes com até 32+2 anos de
idade, com gestacBes normais, ndo fumantes, sem doenca hipertensiva, diabetes e
infeccBes diagnosticadas e, também, com aprovacdo do Comité de Etica da Clinica

Perinatal e da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.2 Métodos

3.2.1 Isolamento das células derivadas do mesoderma extra-embrionario

da placenta a termo

Para isolamento das células derivadas da placa coribnica e vilosidades
coribnicas, a membrana amniotica foi removida mecanicamente do coérion da
placenta e descartada. Por¢bes de aproximadamente cinco gramas da placa
coribnica e vilosidades coribnicas foram retiradas da placenta, e armazenada,
separadamente, em duas placas de Petri contendo BSS (Solugdo Salina
Balanceada) (138mM NacCl; 54mM KCI; 1,1 mM NayHPO,, 1,1 mM KH,PO,, 6,11 mM
CeH1206; 0,082 mM CaCly; 0,6 mM MgSO,; 0,025% Vermelho de Fenol; pH 7,4).
Sucessivas lavagens com BSS foram feitas para retirar o excesso de sangue. Em
seguida, os tecidos foram fragmentados para facilitar a proxima etapa, a digestao

enzimatica.

Os tecidos fragmentados foram colocados, separadamente, em dois
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Erlenmeyer, e pesados em uma balanca analitica, para determinar com precisdo a
guantidade de cada tecido que estava sendo processado. Solucdes de colagenase
(Worthington collagenase 1l, 400 U/mg) em PBS (Solucdo Tampado de Fosfato)
(138,9 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 0,9 mM KH2PO4; 6,4 mM Na;HPO,.) 100 U/mL para
placa coridnica e 200 U/mL para as vilosidades coridnicas, suplementadas com 100
U/mg de penicilina e 100 mg/ml estreptomicina foram adicionadas aos Erlenmeyers.
Os Erlenmeyers foram vedados cuidadosamente e colocados em um agitador a

37°C, onde os tecidos foram submetidos a digestdo enzimatica por

aproximadamente 12h.

Os dois homogenatos com os tecidos digeridos foram colocados em dois
tubos de poliestireno Falcon® de 50 ml. Cada tubo foi completado com BSS até 50
ml a fim de reduzir a viscosidade e centrifugado durante 15 minutos a 670 x g em
temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram descartados e o precipitado de cada
tubo foi ressuspendido em 50 mL de BSS. Os sobrenadantes foram descartados e o
precipitado de cada tubo foi ressuspendido em 50 mL de BSS. Apos 15 minutos, 0s
fragmentos de tecido ndo digeridos depositaram-se no fundo do tubo. Os
sobrenadantes foram retirados com uma pipeta graduada, colocados em novos
tubos de poliestireno de 50 mL e submetidos a uma nova centrifugacdo por 15
minutos a 240 x g. Os sobrenadantes foram descartados mais uma vez e 0S
sedimentos de células provenientes do mesmo tecido foram ressuspendidos em um
total de 10 mL de meio de cultura DMEM (Dulbelcco Modified Eagle Medium, Sigma-
Aldrich Co.) e adicionados cuidadosamente sobre 10 mL de Ficoll-Paque
(1,077g/mL, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) de forma que duas fases
distintas obtidas por diferenca de densidade fossem observadas. Em seguida, estes

conteudos foram centrifugados por 30 minutos a 400 x g a temperatura ambiente,
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com objetivo de se obter anéis de células mononucleares formados por diferenca de

velocidade de sedimentacao e visiveis na interface Ficoll-Paque - Meio de cultura.

Os anéis de células foram coletados e armazenados, separadamente, em
tubos de poliestireno de 15 ml (Falcon®) com a adicdo de aproximadamente 10 ml
de BSS. Para remover o excesso de Ficoll-Paque®, eles foram centrifugados trés
vezes, durante 10 minutos a 2409 x. Os precipitados finais foram ressuspendidos em
cinco mL de Meio de cultura DMEM suplementado com 15% Soro Fetal Bovino
(SFB, Cultilab®), 100 U/ml de Penicilina e 100mg/ml de Estreptomicina (Gibco). Para
lisar hemacias ainda presentes na amostra e facilitar a contagem de células, uma
aliquota 10 pL de cada tipo celular foi adicionada a uma aliquota de solugéo de acido
acético 3%, na proporcao de 1:1. Dos 20 uL resultantes, 10 uL foram adicionados a
uma aliquota de 10 uL de corante Azul de Trypan, corante capaz de penetrar apenas
a membrana de células mortas, corando-as de azul. Os 20 uL resultantes foram
transferidos para a Camara de Neubauer, e a visualizacdo no microscopio optico
permitiu a contagem das células viaveis pelo método de exlusdo do Azul de Trypan.
A quantidade de células extraida por cada grama de tecido processado foi calculada.
As células obtidas foram divididas para caracterizagdo por citometria de fluxo e

cultura de células.

3.2.2 Expanséo das células

As células derivadas da placa coribnica e da vilosidade coribnica foram
plaqueadas a aproximadamente 10° células/cm? em garrafas de poliestireno de 25
cm? (Falcon® 3847) previamente gelatinizadas (Gelatina Sigma-Aldrich Co., 0,01%).
Elas foram cultivadas em 5 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 15%

SFB, 2 mM de L-Glutamina (Sigma®) 100 U/ml de Penicilina e 100mg/ml de
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Estreptomicina (Gibco), e foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5%

CO:s.

ApOs dois dias, o meio de cultura foi retirado das garrafas, e centrifugado a
por 10 minutos a 240 x g em temperatura ambiente. Os precipitados de células
foram ressuspendidos em 5 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 15%
SFB, 100 U/ml de Penicilina e 100mg/ml de Estreptomicina (Gibco), e recolocados
nas suas respectivas garrafas. No terceiro dia apos o plaqueamento inicial, 0 meio
de cultura foi descartado, junto com células ndo aderentes, e as células aderentes
foram lavadas, cuidadosamente, trés vezes com BSS. Novo meio de cultura DMEM
suplementado com 15% SFB, 100 U/ml de Penicilina e 100mg/ml de Estreptomicina
(Gibco) foi adicionado em cada garrafa. O meio de cultura era renovado 2-3 vezes
por semana. As células foram mantidas em cultura até atingirem 85% de confluéncia,
guando entdo passam pelo processo de tripsinizagdo, com Tripsina 0,25% + 0,01%

EDTA (Gibco).

O meio de cultura das garrafas foi descartado. Em seguida, as células foram
lavadas com solugdo BSS-CMF (Solucdo Salina Balanceada Livre de Calcio e
Magnésio) (138 mM NaCl; 54 mM KCI; 1,1 mM Na;HPO,, 1,1 mM KH;PO4, 6,11 mM
CeH1206; 0,8 MM Na,SO4; 0,025% Vermelho de Fenol, pH 7,4) para remover o
excesso de meio de cultura DMEM e SFB. Essa etapa foi repetida pelo menos duas
vezes. Em seguida, era aplicada tripsina-EDTA 0,25% (Gibco) (40 uL de tripsina por
cm?) por 2 minutos. Durante este periodo, era realizada agitacdo mecanica manual
monitorada por microscopio optico para visualizar a perda de adesédo das células ao
frasco de cultura. A acdo da tripsina foi bloqueada com a adi¢cdo de meio de cultura
DMEM suplementado com 10% SFB, na proporcao de 1:2. O contetdo da garrafa de

cultura foi removido, colocado em um tubo de poliestireno de 15 mL (Falcon®), e



28

centrifugado a 240 x g por 10 minutos a temperatura. O sobrenadante foi descartado

vertendo o tubo sobre um recipiente de descarte.

As células da placa coribnica e as células das vilosidades coribnicas, agora
chamadas de primeira passagem, foram contadas através do método de exclusao do
Azul de Trypan, com auxilio da caméara de Neubauer, como descrito previamente, e
plaqueadas a aproximadamente 10* célulasicm®>. O meio de cultura DMEM
suplementado com 15% SFB, 100 U/ml de Penicilina e 100mg/ml de Estreptomicina
(Gibco) era renovado a cada 3-4 dias. O procedimento para cultivo repetiu- se, até
gue fossem obtidas células de terceira passagem. As células da placa coribnica e
das vilosidades coribnicas de terceira passagem foram caracterizadas
imunofenotipicamente por citometria de fluxo, ou submetidas ao processo de

inducdo adipogénica e osteogénica.

3.2.3 Citometria de fluxo

As células da placa coridnica e das vilosidades coribnicas, tanto recém
isoladas, como de terceira passagem, foram incubadas com anticorpos especificos
contra marcadores associados a linhagens mesenquimais, hematopoiéticas e

endoteliais.

Foram utilizados os seguintes anticorpos: CD105 conjugado ao Isotiocianato
de Fluoresceina (FITC); CD45 conjugado ao Aloficocianina (APC); CD133, CD166,
CD14 e CD73 conjugados ao Ficoeritrina (PE); CD90, CD54, CD117 e HLA-DR
conjugados ao PE-Cy5; e CD34 conjugado ao PE-Cy7. Os anticorpos Anti-CD90,
anti-CD105, anti-CD14 e anti-CD45 foram fornecidos pela Immunostep, o0s
anticorpos anti-CD117, anti-CD34, anti-HLA-DR, anti-CD166 e anti-CD54, pela BD

Pharmingen™, e o anticorpo anti-CD133, pela Macs Miltenyi Biotec.



29

As células da placa coribnicas e das vilosidades coribnicas em terceira
passagem foram removidas dos frascos pela acdo da tripsina 0,25%+ 0,01% EDTA
(Gibco), como descrito previamente. Os precipitados de células tripsinizadas e as
células a fresco, derivadas da placa coribnica ou das vilosidades coribnicas, foram
ressuspendidos em PBS (Solugdo Tampéo de Fosfato) (138,9 mM NacCl; 2,7 mM
KCIl; 0,9 mM KH,PO4; 6,4 mM Na,HPO,) e centrifugados a 1510 x g por trés
minutos, a temperatura ambiente. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes,
para a eliminagdo do excesso de meio de cultura. Terminado o processo de
lavagem, as células foram ressuspendidas em 600 puL de PBS. Deste total, uma
aliquota da ordem de 10 puL foi adicionada a uma aliquota de Azul de Trypan, na
proporcdo de 1:1. Os 20 plL resultantes foram separados em duas aliquotas para
contagem na camara de Neubauer. Foram separadas aproximadamente 500.000
células por tubo de poliestireno (12x75mm, Falcon®) para marca¢cdo com anticorpos
especificos. Nos tubos 1 a 4, foram adicionados 3 uL de anticorpos de acordo com a

Tabela 1.

O tubo numero 5 foi utilizado como controle negativo. Nele foram colocadas
as células e 3 uL de anticorpos isotipos. Os anticorpos isotipos sdo imunoglobulinas
cujo fragmento Fab (porcdo do anticorpo especifica para ligacdo do antigeno) esta
inativado. Assim, esse anticorpo sO € capaz de ligar-se a célula pelo fragmento Fc
(porcdo constante). Essa ligacdo s6 acontecera se houver um sitio de ligacéo
inespecifico para estes fragmentos na superficie celular. Como os controles isotipos
sdo produzidos em camundongos, € muito baixa a probabilidade de haver na
membrana de uma célula humana um sitio de ligacdo para a porcdo Fc de
camundongo. Assim, qualquer emissdo de fluorescéncia associada ao controle

isotipo € relacionada a ligacdes inespecificas. Neste trabalho utilizamos isotipos
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conjugados aos fluorocromos FITC e PE.

O tubo numero 6 foi o tubo branco, ou seja, nele foram adicionadas células e
nenhum tipo de anticorpo. Este tubo é muito importante para ajustarmos a auto-
fluorescéncia natural da célula. As células, principalmente aquelas mantidas em
cultura por longos peridos, passam a emitir auto-fluorescéncia. Assim, o tubo branco
foi utilizado para ndo confundirmos a auto-fluorescéncia natural celular com aquele

emitida pelas ligagBes especificas dos anticorpos.

Todos os tubos foram guardados ao abrigo da luz por 20 minutos, permitindo
a ligacdo antigeno-anticorpo. Apds esse periodo, o volume em cada tubo foi

completado até 500 uL com PBS.

Tabela 1: Painel de anticorpos utilizados na caracterizacdo das células derivadas da
placa coribnica e vilosidades coriénicas.

APC FITC PE PE-Cy5 PE-Cy7

Tubo 1 CD45 CD105 CD 133 CD90 CD34
Tubo 2 CD45 CD105 CD166 CD54 CD34
Tubo 3 CD45 CD105 CD14 HLA-DR CD34
Tubo 4 CD45 CD105 CD73 --- CD34
Tubo 5 Isotipo Isotipo

Tubo 6

As amostras foram analisadas no citometro FACSAria IlI, adquiridas e

analisadas pelo software FACSDiva (BD Bioscience).

Os anticorpos CD45 e CD34 foram utilizados como base para todas as

andlises. A presenca ou auséncia destes marcadores permitiu uma triagem das
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células analisadas de acordo com a Tabela 2:

Tabela 2: Identificacdo das células por citometria de fluxo, baseado na expressao
dos marcadores CD45 e CD34.

Marcadores Classificacéao Referéncia

CD45" CD34" Células precursoras KATZ et al., 1985

hematopoiéticas

CD45" CD34 Células hematopoiéticas DAHLE et al., 2004
maduras
CD45 CD34" Células precursoras HRISTOV, ERL & WEBER, 2003
endoteliais
CD45 CD34 Células mesenquimais PITTENGER et al., 1999

Assim a populacdo de interesse foi identificada através da exclusdo das
células que expressavam CD45 ou CD34. Os demais marcadores eram muito
importantes para facilitar essa exclusdo, uma vez que cada tubo permitia a
identificacdo de certos tipos celulares. O Tubo 1 identificava células precursoras
endoteliais (CD45 CD34" CD133"), MSCs (CD45 CD34 CD105" CD90") e células
precursoras hematopoiéticas (CD45" CD34" CD90"). Os anticorpos no tubo 2
permitiam a identificacdo de MSCs (CD45 CD34 CD105" CD166" CD54"), células
precursoras endoteliais (CD45 CD34" CD54"). As marcagdes do tubo 3 eram muito
importantes para a identificacdo de células hematopoiética maduras da linhagem
dos mondcitos-macrofagos (CD45" CD34  CD14" HLA-DRY). E, por fim, analisando o
tubo 4, eram possivel identificar células precursoras endoteliais (CD45 CD34"

CD73") e MSCs (CD45 CD34° CD105" CD73%).

3.2.4 Cultura de fibroblastos cardiacos

Para sua obtencéo, foram utilizados ratos Wistar neonatos com 1-2 dias de



32

nascimento. Os animais foram rapidamente sacrificados e os cora¢des removidos e
colocados em placa de Petri contendo PBS gelado. Foram utilizados, em média, dois
coracdes por experimento. Os coracdes foram rapidamente lavados, para remover o
excesso de sangue, e transferidos para outra placa com solucdo de dissociagéo
(NaCl 136,7mM; KCI 2,68mM; Na,HPO, 0,352mM; NaHCO; 11,9mM; Dextrose
11mM) contendo pancreatina 1,25mg/mL e albumina de soro bovino (BSA) 3mg/mL.
Os coragbes foram cortados com auxilio de pinca e tesoura e transferidos para um
frasco contendo uma barra magnética e 5mL de solucdo de dissociagdo. Apos 5
minutos de digestdo a 37°C em banho-maria sobre uma placa de aquecimento e
agitacdo, o conteudo digerido foi transferido para um tubo de poliestireno (Falcon®)
de 15 mL e a atividade da enzima foi bloqueada com a adigdo de 5 mL de meio de
cultura DMEM suplementado com 10% SFB. O conteudo foi centrifugado a 240 x g
por 5 minutos. O tecido ndo digerido passou por 5 ou 6 novos ciclos de digestdo. Ao
término da dissociacdo, as células foram submetidas a um pré-plaqueamento de 1
hora em garrafas de 75cm? (Falcon®) e mantidas a 37°C em atmosfera Gmida
contendo 5% de CO,. Como os fibroblastos aderem ao frasco de cultura mais
rapidamente que os cardiomidcitos, apos 1 hora, o sobrenadante foi coletado. O
frasco de cultura foi lavado com BSS e, em seguida, foi adicionado DMEM
suplementado com 15% SFB, 50 U/ml Penicilina e 50 mg/ml estreptomicina. Os
fibroblastos cardiacos foram mantidos em cultura a 37°C em atmosfera Umida

contendo 5% de CO,, como descrito anteriormente, até a terceira passagem.

3.2.5 Estudos de diferenciacao

A capacidade de diferenciacdo adipogénica e osteogénica das células
derivadas da placa coribnica, vilosidades coribnicas e da cultura de fibroblastos

cardiacos, expandidos até terceira passagem, foi testada como descrito previamente
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(PITTENGER et al., 1999). Resumidamente, as células foram plaqueadas a uma

densidade de 10* células/cm? em placa 24 pogos (TTP®).

Para inducé@o da osteogénese, as células foram cultivadas em meio de cultura
DMEM suplementado com 10% SFB, 50 U/ml Penicilina, 50 mg/ml estreptomicina,
107 uM de dexametasona, 10mM de B-glicerofosfato, e 50 uM de &cido ascérbico

(todos reagentes sdo da Sigma-Aldrich).

Para inducéo da adipogénese, as células foram cultivadas em meio de cultura
DMEM high glicose suplementado com 10% SFB, 50 U/ml Penicilina, 50 mg/ml
Streptomicina, 50 pM de indometacina, 10ug/ml de insulina humana, e 107 pM de

dexametasona (todos reagentes sao da Sigma-Aldrich).

Apés 21 dias de cultivo em meio de inducéo, as células foram fixadas com
Formaldeido 10% em PBS por 30 minutos a temperatura ambiente. O fixador foi
retirado e as células foram lavadas com agua destilada. Depois de seca, foi
adicionado aos pocos da placa de cultura os corantes Vermelho de Alizarina 1%
(Sigma-Aldrich) e Oleo Vermelho O 0,2% (Sigma-Aldrich), capazes de corar
aglomerados de cristais de calcio e vacuolos citoplasmaticos de lipideos,
respectivamente, por aproximadamente 20 minutos. O corante foi retirado e as

placas foram lavadas novamente com 4gua destilada.

3.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como Média + Desvio Padrdo. Para analise
entre grupos independentes, foi utilizado teste t de Student ndo pareado. As

diferencgas foram consideradas significativas com P<0,01.
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4. Resultados

4.1 Isolamento

Na tentativa de encontrar uma fonte alternativa de células mesenquimais a
partir do mesoderma extra-embrionario de placentas humanas, foi desenvolvido um
protocolo para isolar células da placa coribnica (Figura 7A) e das vilosidades
corionicas (Figura 7B) das placentas a termo. Nossos dados demonstraram que o
protocolo utilizado resultou na obtencédo de células cuja viabilidade era superior a

95%, pelo teste de exclusédo de corante Azul de Trypan.

A Figura 8 mostra a quantidade de células que foram obtidas a partir de um
grama de cada regido da placenta, apés o término do protocolo de isolamento.
Observa-se que o0 processamento da placa coriénica proporcionou o isolamento de
mais células placentarias que o processamento das vilosidades coribnicas (22,0 +
6,30 x 10° células/grama de placa coridnica e 6,30 + 3,5 x 10> células/grama de

vilosidade coridnica p=0,0035).

4.2 Morfologia

Células obtidas apd6s o término do protocolo de isolamento celular foram
plaqueadas a uma densidade de 4,0 x 10° células/cm? em frascos de cultura
previamente gelatinizados. A partir do 2° dia em cultura, as células aderentes ao
plastico exibiam morfologia semelhante a de fibroblastos. Em aproximadamente 5
dias, elas formavam uma monocamada celular. As células ndo aderentes foram
removidas da cultura apés lavagens com BSS ou BSS-CMF, antes da troca de meio

de cultura ou passagens enzimaticas, respectivamente (Figura 9 Ae C).

As células atingiam a confluéncia 5 dias apds o plaqueamento inicial, e em
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Figura 7: Foto ilustrando a face fetal da placenta. A) Placa coridnica; e B) Vilosidades
coridnicas.
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Fig. 9: Aspecto morfoldgico das células derivadas da placenta. (A) Células derivadas
da placa coribnica e (C) células derivadas das vilosidades coribnicas, antes da
primeira passagem enzimatica, apos 5 dias em cultura. (B) Células derivadas da
placa coriénica e (D) células derivadas das vilosidades coridnicas em terceira
passagem, apos 20 dias em cultura.
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aproximadamente 20 dias em cultura, elas formavam uma monocamada confluente
em terceira passagem. A morfologia semelhante a de fibroblastos observada apos

plagueamento inicial foi mantida durante todo o experimento (Figura 9 B e D).

4.3 Imunofenotipagem

Buscamos avaliar, por meio da citometria de fluxo, qual tipo celular estava
presente na cultura de células derivadas da placa e vilosidades coribnicas da
placenta. Utilizando os critérios estabelecidos para analise, foram identificadas duas

populagdes: uma populagdo CD45 CD34 e outra populacdo CD45" CD34.

A populacdo CD45 CD34 compreendia a maioria das células presentes nas
culturas, representando 92,0+1,4% das células derivadas da placa coribnica e
79,1+2,9% das células derivadas das vilosidades coridnicas. O gréafico de disperséao
SSC x FSC (granulosidade x tamanho) esta representado na Figura 10A e 12A. As
células CD45 CD34  (Figura 10B e 12B) expressavam os antigenos CD105, CD73,
CD90 (Figura 10C e 12C), CD166 e CD54 (Figura 11A e 13A) e, eram negativas
para marcadores hematopoiéticos CD133, CD14 e HLA-DR (Figura 11B e 13B). O
painel fenotipico expresso por ambas populagbes assemelha-se aquele descrito

para MSCs derivadas de medula 6ssea humana (PITTENGER et al., 1999).

Baseando-se na recomendacéao feita pela Sociedade Internacional para
Terapia Celular, na qual é sugerido que pelo menos 95% da populacdo de MSCs
derivadas da medula 6ssea humanas expressem CD90, CD73 e CD105, a0 mesmo

tempo em que no maximo 2% sejam positivas para marcadores hematopoiéticos
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como CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-DR (DOMINICI et al.,
2006), analisamos a expressdo de cada um dos antigenos nas populacdes CD45
CD34" com caracteristicas mesenquimais. Como estédo representadas na Tabela 3,
aproximadamente 90% das células derivadas da placa coribnica e da vilosidade

coridnica expressavam CD90, CD105 e CD73 (Figura 14).

Em seguida, analisando a expressdo do CD54 e CD166, observamos que a
expressdo do CD54 dava-se em apenas 48,5 + 1,5% e 44,3 + 3,9 % das células
derivadas da placa coridnica e vilosidade coribnica, respectivamente. Da mesma
maneira, observamos que a proteina CD166 estava sendo expressa em 63,6 = 3,7%
e 69,6 £ 4,0% das células da placa e vilosidade coribnicas, respectivamente. Estes
dados corroboram com as analises destes antigenos em células derivadas do corion,
publicados por Bailo et al. (2004) e Yen et al. (2005), respectivamente. As MSC
derivadas da medula 6ssea humana também expressam moléculas de adesdo,
como CD54 e CD166, como descrito por Conget e Minguell (1999). No entanto,
estes autores descreveram que tais moléculas sdo expressas de maneira
homogénea no tipo celular descrito, diferentemente dos resultados encontrados

neste estudo.

Observamos que, em relacdo as células da placa coribnica, as células
derivadas das vilosidades coribnicas apresentavam um aumento da expressao do
antigeno CD133 (0,2 £+ 0,2% versus 5,3 + 1,1%; p = 0,0015). Nao houve diferenca

significativa em relacéo a expressao do CD14 e HLA-DR (Figura 14).

A populagdo CD45" CD34 estava presente em menor proporcao,
representando 7,5 + 0,4% e 18,3 + 2,0% das células presentes na cultura derivada
da placa e vilosidade coridnica, respectivamente. A forte expresséo da proteina de

superficie CD14 indica que a populagdo minoritaria encontrada na cultura pode ser



44

Tabela 3: Analise da expressao dos antigenos estudados na populagdo CD45 CD34"
CD105" presente na cultura de células derivadas da placa coridnica de terceira
passagem.

Células derivadas da Células derivadas da

placa coribnica #3 vilosidade coridnica #3

Média Desvio Média Desvio

Padréo Padréo
CD105 99.5 0.2 97,1 2,8
CD90 99.0 0.7 92,0 3,3
CD73 98.8 0.4 87,8 2,5
CD54 48.5 15 44.3 3,9
CD166 63.6 3.7 69,6 4.0
CD45 0.3 0.2 0,8 0,8
CD34 0.2 0.2 0,8 0,6
HLA-DR 0.0 0.1 0,7 0,1
CD14 3.0 0.5 2,4 0,8

CD133 0.2 0.2 5,3 1,1
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composta  por  mondcitos/macrofagos  (dados  néo mostrados). Os
monaocitos/macréfagos sao células da linhagem hematopoiética, caracterizadas pela
expressao do antigeno CD14 (GORDON, 1995), e é descrita como a principal
contaminante da cultura de células mesenquimais derivadas da medula Gssea
(Dominici et al., 2006). E importante ressaltar que esta populacdo sera investigada

em um estudo posterior.

4.4 Diferenciacéo

Apos a confirmacgdo que as culturas de células da placenta eram compostas
principalmente por células cujo perfil imunofenotipico assemelhava-se aquele
descrito para as MSCs derivadas da medula 6ssea adulta (PITTENGER et al., 1999),
avaliamos a multipotencialidade das células submetendo-as a um protocolo de
inducdo osteogénico e adipogénico. Para confirmar que a multipotencialidade era
exclusiva das MSCs, fibroblastos cardiacos, que sao células mesenquimais adultas,

foram submetidos aos mesmos protocolos como controle negativo.

4.4.10steogénese

As células derivadas da placa coridbnica (n=3) e as células derivadas das
vilosidades coridnicas (n=3) em terceira passagem foram submetidas a um protocolo
de osteogénese previamente descrito por Pittenger et al. (1999). As culturas controle
mantidas em meio de cultura DMEM suplementado apenas com SFB n&o formou
depdsitos de calcio na matriz extracelular, ou seja, ndo apresentaram diferenciacdo
espontanea (Figura 15 Ae C e 16 Ae C). Em comparagédo, as culturas mantidas em
meio de inducdo osteogénico apresentou matriz extracelular corada em vermelho,
indicando a secrecao de célcio, caracteristica tipica de osteocitos (Figura15B e D e

16 B e D).
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Para garantir que os resultados do protocolo de diferenciacdo eram
especificos para células mesenquimais multipotentes, culturas de fibroblastos
cardiacos (n=3) foram submetidas ao mesmo tratamento. Nossos resultados
demonstraram que as células mantidas com meio de cultura e SFB (Figura 15 E e 16
E), bem como as células mantidas com meio de inducéo (Figura 15 F e 16 F), ndo
acumularam cristais de calcio na matriz extracelular, indicando que néo foi possivel

induzir caracteristicas neste tipo celular.
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Fig. 15: Avaliacdo do potencial osteogénico (n=3). Células derivadas da placa
coribnica (A), das vilosidades coridnicas (C) e fibroblastos cardiacos de ratos
neonatos (E) mantidos em meio de cultura DMEM suplementado com SFB né&o
acumularam cristais de calcio na matriz extracelular. Apos cultivo em meio de
inducdo osteogénico, células derivadas da placa coribnica (B) e das vilosidade
coribnicas (D) agregaram calcio na matriz, o que ndo foi observado na cultura de
fibroblastos cardiacos submetida a mesma inducéo (F).
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Fig. 16: Foto macroscopica da placa de cultura, mostrando a auséncia de cristais de
célcio nas culturas de células derivadas da placa coridnica (A), da vilosidade
coribnica (C) e de fibroblastos cardiacos (E) mantidas com meio de cultura
suplementado com SFB e na cultura de fibroblastos mantidos em meio de inducéo
osteogénico (F); Em paralelo, observa-se a presenca de cristais de célcio na cultura
de células derivadas da placa coribnica (B) e das vilosidades coridnicas (D). Barra
calibracdo = 1 cm; n=3.
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4.4.2 Adipogénese

As células derivadas da placa corionica (n=3) e células derivadas das
vilosidades coribnicas (n=3) em terceira passagem também foram submetidas a um
protocolo de adipogénese, adaptado de Pittenger et al. (1999). No decorrer dos 21
dias de inducdo, as células mantidas em meio de inducédo adipogénica passaram a
acumular, no seu citoplasma, vacuolos contendo triglicerideos, que coraram em
vermelho, apds fixacdo e a adi¢do do corante Oleo Vermelho O (Figura 17 B e D).
Tais modificagbes morfolégicas ndo foram observadas nas células cultivadas em
condicbes controle, ou seja, meio de cultura suplementado apenas com soro fetal

bovino (Figura 17 Ae C).

Como foi descrito para o protocolo de osteogénese, fibroblastos
cardiacos de ratos neonatos (n=3) foram submetidos ao mesmo protocolo de
inducdo adipogénica, como controle pareado. O acumulo de lipideos nao foi
observado nas culturas mantidas com meio de inducdo adipogénico (Figura 17 F)
nem nas células mantidas com meio de cultura e soro fetal bovino (Figura 17 E),

indicando que néo foi possivel induzir caracteristicas neste tipo celular.

A multipotencialidade das culturas de células derivadas da placa coridnica e
vilosidades coribnicas foi confirmada com o0s ensaios osteogénicos e adipogénicos.
Assim, conclui-se que estas culturas sdo compostas principalmente por células que
tem caracteristicas semelhantes as MSCs derivadas de medula 0ssea (PITTENGER
et al., 1999), como aderéncia ao frasco de cultura, painel fenotipico caracteristico e

multipotencialidade.
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Fig. 17: Avaliagdo do potencial adipogénico (n=3). Células derivadas da placa
coribnica (A), das vilosidades coribnicas (C) e fibroblastos cardiacos de ratos
neonatos (E) mantidos em meio de cultura DMEM suplementado com SFB n&o
armazeram lipideos em vacuolos citoplasméaticos. Apos cultivo em meio de indugéo
adipogénico, células derivadas da placa coribnica (B) e das vilosidades coridnicas
(D) passaram a acumular vacuolos de lipideos (setas pretas), o que nao foi
observado na cultura de fibroblastos cardiacos submetida a mesma inducéo (F).



52

4.5 Imunofenotipagem das células a fresco

Com o objetivo de comparar se o perfil imunofenotipico das células derivadas
da placa e vilosidade coribnica em terceira passagem foi influenciado pelo tempo de
cultivo, foram feitas andlises por citometria de fluxo das células recém isoladas, ou

seja, antes de serem mantidas em cultura.

Com base na expressao dos antigenos CD45 e CD34, excluimos da nossa
andlise as células precursoras hematopoiéticas (CD45°CD34%), células
hematopoiéticas maduras (CD45°CD34) e células precursoras endoteliais (CD45
CD34") e analisamos apenas as células CD45 CD34". Observamos que 77,3 + 3,4%
e 49,6 £ 1,5% das células isoladas da placa coridénica (n=4) e vilosidades coridnicas
(n=4), respectivamente, eram células CD45 CD34, ou seja, células que poderiam
ter um fendtipo semelhante aquele expresso pelas MSCs derivadas de medula
Ossea (PITTENGER et al., 1999), e pelas células da cultura de terceira passagem

estudada neste trabalho.

A expressdo do CD105 foi observada em 10,3 £ 4,7% e 23,5 = 9,1% das
células CD45™ CD34 extraidas da placa e vilosidade coridnica, respectivamente. A
Figura 18 mostra que, apesar da discrepancia dos valores apresentados acima,
quando analisamos a proporcao relativa das células CD45 CD34 CD105" em relag&o
ao total de células a fresco obtidas, vemos que ndo existe diferenca significativa
entre a quantidade de células CD45CD34'CD105" presentes na fracdo a fresco
derivada da placa coridnica e vilosidade coridnica (13,5 £ 6,6% versus 11,6 + 4,7%,

respectivamente; p= 0,713).

Seguindo o mesmo critério de avaliagdo utilizado para a caracterizagdo das

células presentes na cultura, analisamos o painel imunofenotipico expresso pela
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Figura 18: Proporcéo de células CD45CD34'CD105" em relagéo ao total de células
a fresco extraidas da placa coridnica e vilosidades coridnicas placentarias (p=0,713).
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Tabela 4: Anélise da expresséo dos antigenos estudados na populacdo CD45CD34
CD105" presente na fracéo a fresco de células isoladas da placa coridnica de
terceira passagem

Células derivadas da placa Células derivadas da

corionica a fresco vilosidade coribnica a fresco

Média Desvio Média Desvio

Padréo Padréo

CD105 98,83 0,76 98,17 1,27

CD90 59,00 2,83 9,80 3,61

CD73 36,45 3,34 10,13 3,32

CD54 70,79 6,18 4,40 1,48

CD166 2,01 1,78 9,93 2,90

HLA-DR 0,83 0,39 0,17 0,14

CD14 0,48 0,46 1,10 0,99

CD133 5,90 2,05 15,02 4,77
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populagdo CD45CD34'CD105" a fresco derivadas da placa coriénica (Apéndicel) e
vilosidades coridnicas (Apéndice2). A Tabela 4 mostra a quantificacdo da expresséo
de cada antigeno nas células. Interessantemente, o perfil fenotipico das células a

fresco mostrou-se diferente daquele expresso pelas células em cultura.

As células CD45CD34'CD105" a fresco extraidas da placa coridnica, assim
como as ceélulas em cultura, ndo expressavam marcadores tipicos da linhagem de
monaocitos e macrofagos como o CD14 e HLA-DR (GORDON, 1995). No entanto,
havia uma quantidade significantemente menor de células a fresco expressando os
marcadores CD90, CD73 e CD166 (p <0,0001), e maior expressando os marcadores
CD54 e CD133 (p = 0,003 e p = 0,008, respectivamente) (Figura 19 A). De maneira
semelhante, as células CD45 CD34 CD105" derivadas das vilosidades coridnicas a
fresco também néo epxressavam CD14 e HLA-DR. Mas, em relagéo as células em
cultura, a quantidade de células a fresco expressando CD90, CD73, CD54 e CD166
era menor (p<0,0001), enquanto a expressdao do CD133 nao sofreu alteragcéo
estatisticamente significante (p=0,03) (Figura 19 B). A Figura 19 C compara a
expressdo dos marcadores estudados nas células a fresco derivadas da placa e
vilosidade coribnica, e mostra que a quantidade de células expressando CD90,
CD73 e CD54 é estatisticamente mais baixa nas células CD45CD34CD105" a
fresco derivada das vilosidades coridnicas (p<0,0001). Em contrapartida, ndo houve
diferenca estatistica em relacdo ao nimero de células expressando CD166, bem
como CD14, CD133 e HLA-DR. A discrepancia entre o perfil imunofenotipico das
células a fresco e em cultura também é observada em MSCs derivadas da medula
0ssea humana, cuja fragcéo a fresco, embora também seja negativa para marcadores
hematopoiéticos como CD45, CD34 e CD14, expressa de maneira ndo homogénea

os marcadores CD105, CD90 e CD73 (BOIRET et al., 2005).
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Fig. 19: Quantificacdo do perfil imunofenotipico das células CD45 CD34 CD105" em
cultura e a fresco derivadas (A) da placa coribnica, (B) das vilosidades coridnicas e
(C) comparacdo das células a fresco derivadas das duas regibes placentarias
estudadas.
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5. Discusséao

O presente estudo tem por objetivo investigar se o mesoderma extra-
embrionério que comp®de a placa coridnica e as vilosidades coridnicas da placenta
humana a termo pode ser utilizado como uma fonte alternativa de células

mesenquimais estromais multipotentes (MSCs).

A aplicacdo de MSCs na medicina regenerativa € bastante promissora, por
apresentarem um amplo potencial de diferenciacdo que abrange as linhagens de
tecidos de origem mesodérmica, incluindo adipécitos, ostedcitos e condrécitos (ZUK
et al., 2002; KIM et al., 2004; REYES et al.,, 2001), manterem homeostase e
apresentarem propriedades imunorregulatérias (RASMUSSON, 2006; RINGDEN et
al., 2006). As MSCs podem ser obtidas através da puncdo da medula 6ssea, um
processo rotineiramente executado em diversos hospitais, e a utilizagdo em terapia
celular de uma célula extraida do préprio paciente permitiria a realizacdo de um
transplante autdlogo, eliminando a necessidade do paciente se submeter a terapia
imunossupressora. No entanto, o uso das MSCs requer expanséo in vitro, uma vez
que se trata de uma populacdo escassa, representando 0,01-0,0001% das células

neste tecido.

Além disso, as desvantagens da utilizacdo de MSCs derivadas da medula
0ssea em ensaios clinicos incluem o desconforto para o paciente e risco de infeccéo
associado a aspiracdo da medula, e a redugdo da quantidade de MSCs presentes
na medula éssea de pacientes idosos e pacientes que apresentam um quadro de

doenca. Desta maneira, a busca por fontes alternativas de MSCs é muito importante.

Em contrapartida, por ser descartada apos o parto, a placenta € um 6rgao

disponivel em larga escala, cuja obtencdo ndo estd associada a riscos para a saude
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da mé&e ou do feto. Como esse Orgao tem origem fetal, acredita-se que apresente
potencial de proliferacdo e diferenciacdo superior aquele das células adultas. Um
estudo desenvolvido por Yen et al. (2005) mostrou que células mesenquimais
multipotentes estdo presentes nas vilosidades coridnicas placentaria, e podem ser
facilmente isoladas e expandidas in vitro. Essas células apresentavam um perfil
muito semelhante aquele descrito para MSCs derivadas da medula Ossea
(PITTENGER et al., 1999; DENNIS & CHARBORD, 2002): morfologia fibroblastoéide,
expressao de CD105, CD90, CD73, CD166, CD29 e CD44, auséncia da expressao
de CD14, CD117, CD45, CD34 e CD133, e capacidade de adquirir caracteristicas
tipicas de células da linhagem mesodérmica, como adipécitos e ostedcitos. Além
disso, neste estudo, foi mostrada a capacidade destas células de adquirir
caracteristicas semelhantes a de neurdnios, e a expressdao de marcadores de
superficie geralmente associados as células-tronco embrionarias (THOMSON et al.,
1998), como SSEA-4 (antigeno embrionario de estagio especifico 4), TRA-1-60 e
TRA-1-81 (antigenos relacionados a matriz proteoglicana pericelular de

tetracarcinomas e células-tronco embrionarias).

Alguns estudos tém mostrado a formacao de quimerismo em modelos animais
neonatos transplantados com células indiferenciadas humanas (BILLINGHAM,
BRENT & MEDAWAR, 1953; LIECHTY et al., 2000). BAILO et al. (2004) detectaram
a formac&o de microquimerismo humano na medula dssea, cérebro, pulmdes, e timo
em todos 0s ratos ou porcos neonatos que receberam injecao intraperitoneal ou via
veia umbilical contendo células mesenquimais derivadas da membrana coribnica,
mostrando que essas células sdo capazes de migrar e colonizar 6rgados especificos,
e ndo estimulam resposta linfocitica. Acredita-se que a auséncia de expressdo de

complexo de histocompatibilidade de classe Il e as propriedades imunoregulatorias
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nas ceélulas derivadas das membranas fetais contribuem para que elas ndo sejam

reconhecidas pelos linfocitos T do sistema imune do hospedeiro.

Como a maioria dos trabalhos encontrados na literatura estudam as células
mesenquimais derivadas das vilosidades coribnicas (IGURA et al., 2005;
PORTMANN-LANZ et al., 2006; ZHANG et al., 2006b) ou da membrana coridénica
(BAILO et al., 2004; BILIC et al., 2004; SONCINI et al., 2007), visamos analisar as
caracteristicas das células coribnicas presentes na placa coridnica da placenta a
termo e compara-las com as caracteristicas das células presentes nas vilosidades
coribnicas. O presente estudo mostrou que foi possivel extrair uma quantidade maior
de células a partir da placa coribnica em relacdo a vilosidade coribnica
(aproximadamente 20 x 10° versus 6 x 10° células/grama, respectivamente) (Figura
8). No entanto, é dificil fazer uma comparagdo com o rendimento obtido pelo
protocolo estabelecido em nosso estudo com os protocolos descritos na literatura
para extracdo de células da membrana ou vilosidades coribnicas, porque poucos
artigos fornecem esse tipo de informacdo, e os que o fazem, estabelecem
parametros diferentes daquele descrito neste trabalho. Soncini et al. (2007) descreve
que a digestdo de toda membrana coridnica com colagenase permite a obtencdo de
aproximadamente 20 x 10° células placentarias. No entanto, ndo podemos estimar
guantos gramas de tecido estava sendo processada, impossibilitando a comparacéo

com nossos resultados.

O isolamento de células da placa coridnica foi previamente descrito por
Okamoto et al. (2007), no entanto, seu grupo utiliza o método de cultura por
explante. Nosso protocolo de extracdo de células da placa coridnica baseia-se na
digestao enzimatica com colagenase, e mostrou-se mais eficaz, uma vez que em um

periodo de aproximadamente 20 dias, ja tinhamos culturas em terceira passagem
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enzimatica, ao passo que pelo método de explante, Okamoto relatou que eram
necessarios 20 dias para a realizacdo da primeira passagem enzimatica das células

aderidas.

Essas células derivadas da placa coriénica e das vilosidades coridnicas, a
partir do terceiro dia em cultura, adquiriram morfologia semelhante a de fibroblastos,
gue foi mantida até a terceira passagem (Figura 9), caracteristica também descrita
por diversos autores, dentre eles, Miao et al. (2006) e Okamoto et al. ( 2007), ao
analisarem a morfologia das MSCs derivadas das vilosidades coridnicas submetidas
a digestdo enziméatica com tripsina, e das MSCs que migravam de explantes de
placa coribnica, respectivamente. Assim, podemos concluir que, independente do
método de isolamento e origem anatbmica, as células derivadas do corion
apresentam uma morfologia fibroblastéide, muito semelhante aquele descrita para as

MSCs derivadas da medula 6ssea (FRIEDENSTEIN et al., 1974).

A analise por citometria de fluxo mostrou que as culturas de terceira
passagem eram compostas por duas populacées: CD45" CD34" e CD45 CD34". A
populagdo CD45 CD34  estava presente em maior propor¢ao nas culturas de células
derivadas da placa coribnica e vilosidades coridnicas, representando
aproximadamente 90% e 80% do total, respectivamente. Além de ndo expressar
estes dois marcadores, tipicos de células hematopoiéticas, essa populacdo néo
apresentava CD14 e HLA-DR, moléculas expressas em mondcitos/macréfagos
(Figura 11 e 13). Em paralelo, constatou-se que as células CD45 CD34
expressavam as moléculas CD105, CD90, CD73, CD166 e CD54 (Figura 10 e 12),
descritas como componentes da superficie celular das MSCs derivadas da medula
O0ssea (AZIZI et al., 1998; PITTENGER et al.,, 1999; DEANS & MOSELEY, 2000;

MINGUELL et al.,, 2001), embora nenhum destes marcadores seja exclusivo de



61

MSCs.

Observamos que, nas duas culturas estudadas, a populacdo analisada era
composta por células que expressavam os marcadores CD105, CD90 CD73 (Tabela
3), 0 que corrobora com dados previamente descritos por autores que analisaram o
perfil imunofenotipico de MSCs derivadas do coérion (FUKUCHI et al., 2004; MIAO et
al.,, 2006; PORTMANN-LANZ et al., 2006; CHIEN et al.,, 2006). A expresséao
concomitante destes trés antigenos estd relacionada a um dos critérios
estabelecidos pela Sociedade Internacional para Terapia Celular para a identificacdo

das células como MSCs (DOMINICI et al., 2006).

Também fomos capazes de identificar a expressdo de CD54 e CD166 nas
células CD45 CD34" presentes na cultura de células derivadas da placa coribnica e
vilosidade coriénica (Figura 11e 13), como descrito para MSCs derivadas da medula
0ssea (HAYNESWORTH et al,, 1992; CONGET & MINGUELL, 1999). Mas a
expressdo destas proteinas ndo ocorria de maneira homogénea na populagédo
(Tabela 3), estando presente em aproximadamente 45% e 65%, respectivamente,
nas celulas derivadas da placa coridnica e vilosidades coridnicas. Bailo et al. (2004)
apresentou resultados semelhantes ao analisar a expressdo do CD54 em MSC
derivadas da membrana coribnica, mostrando que aproximadamente 50% das
células expressavam este antigeno. Da mesma maneira, em outro estudo, Yen et al.
(2005) relatou que as MSCs derivadas das vilosidades coribnicas, apesar de
expressarem CD166, ndo o faziam de maneira homogénea. A semelhanga na
expressdo do CD54 e CD166 nas ceélulas derivadas da membrana, placa e
vilosidade coribnica da placenta pode estar relacionada a origem do tecido. No
entanto, ndo podemos afirmar a razéo pela qual a expressédo destas moléculas de

adesédo ocorre de maneira diferenciada em relagéo a expressao do CD105, CD73 e
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CD90.

Assim, comparando o perfil imunofenotipico das células derivadas da placa e
vilosidade coridnica, observamos que a expressao dos marcadores analisados dava-
se de maneira similar, com excessdo do CD133, proteina encontrada na superficie
de células precursoras hematopoiéticas e endoteliais, cuja expressdo era
estatisticamente mais acentuada nas células derivadas das vilosidades coridnicas
(Figura 14), embora presente em apenas aproximadamente 5% das células nesta

populacao.

A segunda populagdo encontrada era composta por células CD45" CD34 e
representava aproximadamente 10% e 20% das células encontradas na cultura
derivada da placa e vilosidade coridnica, respectivamente. Apesar de ndo termos
estudado profundamente o perfil imunofenotipico desta populagéo, identificamos a
expressao de CD14, proteina que compde o receptor LPS (lipopolissacarideo)
associado ao TLR-4 (receptor Toll-Like), caracteristica tipica de células da linhagem
de mondcitos-macréfagos (BERCLAZ et al., 2007). Os macrofagos/mondcitos séo
células muito importantes na defesa do organismo contra inflamacdes, sendo
responsaveis pela producéo de citocinas incluindo interleucina-1 alfa, interleucina-1
beta e interferon gama (WERB et al., 1986). Imunofenotipicamente, eles sao
caracterizados pela expressao de CD45, CD14 e expressao variada de HLA-DR
(GORDON, 1995). Em humanos, os macréfagos sdo descritos como o tipo celular
mais auto-fluorescente, caracteristica associada a presenca de flavinas e lipideos
celulares (AUBIN, 1979). A diversidade de subpopulacbes de macrofagos
encontrados nos diferentes érgdos € complexa. O tecido mesodérmico da placenta é
considerado um reservatério de macréfagos fetais (KIM et al.,, 2008), que estdo

presentes também nas vilosidades coridnicas da placenta, denominados Células de
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Hoffbauer, onde exercem um papel muito importante na regulacdo da morfogénese

das ramificacdes destas vilosidades (ANTEBY et al., 2005).

A contaminacéo da cultura de células mesenquimais derivadas da membrana
coribnica por células CD14 positivas ja foi descrita por Bailo et al. (2004) em um
trabalho em que as células contaminantes puderam ser removidas com sucesso
apos incubacdo com “beads” imunomagnéticos adequados. No entanto, este
procedimento ndo foi realizado em nosso estudo. Além disso, a importante funcéo
desempenhada pelas células Hoffbauer nas vilosidades coribnicas pode ser
responsavel pela maior quantidade de células contaminantes encontrada na cultura

de células derivadas das vilosidades corionicas.

Definido seu perfil imunofenotipico (CD45 CD34 CD105" CD90" CD73"
CD54" CD166° CD14 CD133 HLA-DR), o proximo passo foi avaliar a
multipotencialidade das células derivadas da placa coridnica e vilosidades coribnicas
em terceira passagem. Assim, baseando-se no trabalho de Pittenger et al. (1999), as
células derivadas da placa coribnica e vilosidades coribnicas foram submetidas a
protocolos de inducdo adipogénica e osteogénica. A suplementacdo do meio de
cultura completo com acido ascorbico, dexametasona e p-glicerofosfato fez com que
as células derivadas da placa e vilosidade coridnica, ao longo dos 21 dias de
inducdo, apresentassem aglomerados de cristais de calcio, corados em vermelho
pelo corante Vermelho de Alizarina, indicativos da diferenciagdo osteogénica (Figura
15 B e 16 B). As mesmas células, quando mantidas apenas com meio de cultura
suplementado com SFB, ndo passaram a expressar tais caracteristicas (Figura 15 A
e 16 A). O perfil estabelecido pelas células submetidas a inducédo osteogénica
corrobora com resultados de trabalhos envolvendo MSCs derivadas do cérion (YEN

et al., 2005, FUKUCHI et al., 2004, PORTMANN-LANZ et al., 2006; OKAMOTO et
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al., 2007). Embora neste trabalho ndo tenhamos feito nenhum tipo de quantificacéo
da marcacdo com vermelho de alizarina, o maior potencial osteogénico das células

derivadas das vilosidades coribnicas € nitido.

Também foram obtidos resultados positivos em relagéo a inducao adipogénica
(Figura 17 A e B). Utilizamos um meio de cultura de indugéo diferente dos descritos
na literatura, tanto para MSC derivadas da medula 6ssea (PITTENGER et al., 1999),
como para MSC derivadas do estroma viloso da placenta humana (FUKUCHI et al.,
2004; PORTMANN-LANZ et al., 2006). O meio de inducao utilizado neste estudo
continha insulina humana, indometacina e dexametasona, enquanto, aos trabalhos
previamente citados, ainda era acrescentado IBMX (1-metil-3-isobutilxantina). O
IBMX é inibidor fosfodiesterase que impede a degradacdo de cAMP (3%
monofosfato de adenosina ciclico). O cAMP € uma molécula de sinalizagédo
intracelular muito importante da ativacdo da proteina quinase A dependente de
CAMP (PKA). Acredita-se que via cAMP/PKA seja importante no estimulo da
adipogénese. No entanto, assim como descrito para MSCs de medula 6ssea (YANG
et al.,, 2008), a auséncia do IBMX ndo impede a inducdo adipogénica. As células
mantidas com meio de cultura controle ndo sofreram diferenciacdo adipogénica
espontanea. No entanto, a influéncia do IBMX na adipogénese de células
mesenquimais derivadas da placa e vilosidade coribnica deve ser estudada mais

detalhadamente.

Os fibroblastos cardiacos de ratos neonatos sdo células mesenquimais
adultas e foram utilizadas como controle negativo dos experimentos de inducéo
osteogénica (Figuras 15 C e D, 16 C e D) e adipogénica (Figura 17 C e D). Quando
submetidas aos mesmos protocolos descritos anteriormente, os fibroblastos

cardiacos ndo apresentaram os sinais de adipogénese ou osteogénese encontrados
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nas células de placenta. Pittenger et al. (1999) realizou um experimento semelhante,
ao avaliar o potencial multipotente de fibroblastos epidérmicos humanos. Neste
trabalho, a inabilidade dos fibroblastos de expressar indicagédo de diferenciagdo em
adipocitos, ostedcitos e condrécitos reforca a existéncia de uma capacidade
multipotente das MSCs de medula 0ssea. Assim, ao repetirmos o0s resultados
descritos pelo autor, reforcamos a idéia de que as células derivadas da placa e

vilosidade corinica da placenta apresentam propriedade multipotentes.

Assim, baseando nos critérios minimos sugeridos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular (ISTC) (aderéncia ao frasco de cultura, expressao
especifica de antigenos de superficie, e potencial multipotente de diferenciacéo)
(Dominici et al., 2006), sugeridos para padronizar as caracteristicas que definem as
MSCs humanas, concluimos que as culturas de células derivadas da placa coriénica
e vilosidades coribnicas sdo compostas predominantemente por células

mesenquimais estromais multipotentes.

Embora os critérios que definem as MSCs expandidas in vitro estejam bem
estabelecidos, poucos trabalhos relatam as caracteristicas fenotipicas das MSCs a
fresco ou antes da sua expansdo. Por muito tempo, o Unico teste realizado para
avaliar a presenca de células progenitoras mesenquimais a fresco foi o ensaio de
unidades formadoras de col6nias de fibroblastos (CFU-F). No entanto, os resultados
obtidos através deste ensaio eram influenciados por fatores como: a composi¢éo do
meio de cultura utilizado (SORTIROPOULOU et al., 2006), a densidade inicial de
plagueamento das células (COLTER et al., 2001; SEKIYA et al., 2001); e o método

de contagem das col6nias.

Com o desenvolvimento de técnicas como a citometria de fluxo, tornou-se

possivel a caracterizagdo destas células antes de serem colocadas em cultura. O
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trabalho desenvolvido por Boiret et al. (2005) mostrou que apenas 15% das células
ndo hematopoiéticas (CD45 CD34°) derivadas da medula o6ssea a fresco
expressavam o CD105, enquanto apenas 5% expressavam CD90 ou CD73,
sugerindo que o painel fenotipico que define MSCs expandidas em cultura ndo deve

ser o mesmo para caracteriza-las a fresco.

Infelizmente, poucos trabalhos tém mostrado a caracterizagdo das células
derivadas da placenta a fresco. Bailo et al. (2004) identificou nas MSCs a fresco
derivadas da membrana coridnica, por RT-PCR (Reagédo em cadeia da polimerase
transcriptase reversa), a presenca de RNA mensageiros que codificavam os
marcadores CD105, CD90 e CD73. No entanto, os niveis de mRNA e a expressao

da proteina nem sempre estéo correlacionados (FALINI & MASON, 2002).

No presente estudo, visamos avaliar a expressdo fenotipica das células
CD45" CD34" presentes na fracdo mononuclear de células derivadas da placa e
vilosidade coridnica. A analise por citometria de fluxo revelou que as células CD45
CD34 representavam aproximadamente 80% e 50% das células a fresco derivadas
da placa e vilosidade coridnica, respectivamente, sendo o0 restante composto por
células hematopoiéticas maduras (CD45" CD34), precursoras hematopoiéticas
(CD45" CD34") e precursoras endoteliais (CD45 CD34%), em proporgdes ndo

guantificadas.

Aproximadamente 10% das células a fresco derivadas da placa e vilosidade
coribnica analisadas eram CD45 CD34  CD105" (Apéndice 1 e Apéncide 2,
respectivamente). Nesta populacdo, marcadores da linhagem hematopoiética, como
CD14, HLA-DR, CD133 eram expressos em niveis negligenciaveis. E, ao contrario
do observado nas células em cultura, a quantidade de células CD45 CD34 CD105"

expressando CD90 e CD73 era menor, representando aproximadamente 50% em
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células derivadas da placa coridnica e 10% em células derivadas das vilosidades
coribnicas (Figura 19 A e B). A baixa incidéncia de células a fresco derivadas da
vilosidades coridnicas cujo fenotipo era CD45 CD34” CD105" CD90" e CD73" pode
explicar os resultados descritos por Chien et al. (2006), que relatou a auséncia de
CD90 e CD105 nas células a fresco avaliadas em seu estudo. De maneira geral,
observou-se uma reducdo na quantidade de células CD45 CD34 CD105" que
coexpressavam CD90, CD73, CD166 e CD54, sendo a Unica excessdo, as células
derivadas da placa coribnica que tiveram um aumento da expressao de CD54

(Figura 19 C).

Propomos que o método de cultura por aderéncia as frasco de cultura foi
eficiente na selecdo de MSCs, mas ndo podemos descartar a hipotese que o
imunofendtipo das células a fresco ndo corresponde aquele expresso pela células

apos expansao in vitro.

Yen e colaboradores (2005) relatam que € possivel haver contaminag¢do por
células endoteliais em culturas de células mesenquimais derivadas de vilosidades
coridnicas, resultantes da dissociagéo de vasos presentes no tecido. Assim, como no
mesoderma da placa coribnica sdo originados vasos sanguineos que se ramificam
em capilares presentes nas vilosidades coridnicas, acreditamos que essas células
CD34%encontradas possam realmente ser fruto da digestdo enzimatica de vasos
fetais. Embora houvesse células hematopoiéticas na fracdo celular a fresco,
acreditamos que as células com caracteristicas mesenquimais encontradas em
cultura ndo sejam provenientes do sangue fetal. A presenca de MSC no sangue fetal
ainda é bastante discutida (WEXLER et al., 2003; MARESCHI et al., 2001) e estudos
relatando seu isolamento revelam limitacbes como a baixa frequéncia celular, e

grandes variac¢des entre individuos (ERICES, CONGET & MINGUELL, 2000). Devido
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as dificuldades no isolamento de células mesenquimais derivadas do sangue fetal, é
pouco provavel que elas tenham sido recuperadas e mantidas em cultura,

juntamente com as células derivadas da placa coridnica e vilosidades coridnicas.
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6. Conclusdes

Com isso, concluimos a extracdo de células derivadas da placa e vilosidade
coridnica da placenta humana a termo é exequivel e reproduzivel. A placa coridnica
€ uma fonte mais abundante de células placentarias, mas quando colocadas em
cultura, as células derivadas de ambas regides podem ser caracterizadas como
células mesenquimais estromais multipotentes, pois preenchem o0s critérios
estabelecidos pela Sociedade Internacional para Terapia Celular (DOMINICI et al.,
2006). No entanto, os padrbes que definem essas células in vitro podem néo ser os
mesmos para caracteriza-las a fresco e estudos mais aprofundados devem ser feitos

para a caracterizacdo das células recém isoladas.

Assim, associada a sua disponibilidade em larga escala, facil obtencéo e
guantidade celular abundante, placenta pode ser uma fonte alternativa atrativa de

células progenitoras para utilizacdo em pesquisa basica e aplicacdes clinicas.
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Anélise por citometria de fluxo das células CD45 CD34 CD105" a fresco

derivadas da placa coridnica da placenta humana a termo
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Apéndice 2
Anélise por citometria de fluxo das células CD45 CD34 CD105" a fresco

derivadas das vilosidades coridnicas da placenta humana a termo
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