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Resumo

JANZ, FL. Caracteristicas de expanséo, diferenciacéo e criopreservacao de
células-tronco mesenquimais obtidas do liquido amniético no segundo
trimestre de gestacdo [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo; 2010. 143p.

As células-tronco mesenquimais (CTM) s&o células progenitoras
indiferenciadas que apresentam altas taxas de proliferacdo em cultivo,
capacidade de diferenciacdo em inumeros tecidos e podem ser encontradas
no organismo adulto e, também, em tecidos fetais, como corddo umbilical,
placenta e liquido amniético (LA). Estudos demonstraram que o LA humano
obtido por amniocentese no segundo trimestre de gestagdo, comumente
utilizado em exames de diagndstico fetal, apresenta-se como uma fonte em
potencial destas células progenitoras. Contudo, estas células necessitam de
mais estudos quanto as técnicas de isolamento, expansdo e, sobretudo,
acerca dos protocolos de congelamento utilizados em sua criopreservacao.
Com isso, nos propusemos a padronizar técnicas de cultivo para as CTLA,
como melhor meio de cultura e densidade de inoculo; avaliar as
caracteristicas biolégicas como estado de indiferenciacéo, ciclo celular,
marcadores de membrana, plasticidade e, ainda, testar dois protocolos de
congelamento celular (padrédo e gradual) com diferentes criopreservantes
(DMSO, glicerol, trealose e sacarose) que mantivessem uma alta viabilidade
e as demais caracteristicas das células-tronco apos periodos de 3 e 6 meses
de armazenamento em nitrogénio liquido. Ao fim dos experimentos
constatamos ser o liquido amniotico uma rica fonte de CTM passiveis de
serem isoladas e cultivadas com meio de cultura a-MEM suplementado com
20% de SFB. Padronizamos, também, uma contagem celular inicial das
amostras para otimizar o plaqueamento primario, uma densidade de in6culo
ideal para as passagens posteriores (5.000 céls/cm?) e o tempo de
dobramento (30 £ 4 horas) das mesmas. As CTLA expressaram genes de
indiferenciacdo: Oct-4, Sox-2 e Nanog; apresentaram positividade para
marcadores de superficie CD29, CD44, CD90 e CD105; alta taxa de
proliferacdo in vitro e diferenciaram-se em tecido 0sseo, adiposo,
cartilaginoso e neuronal. Nao encontramos diferencas significativas entre os
dois métodos de congelamento avaliados no que diz respeito a viabilidade
pos-congelamento. Todos os criopreservantes analisados mantiveram o
estado de indiferenciacdo e plasticidade das células-tronco congeladas por 3
e 6 meses, contudo o DMSO 10% proporcionou maiores taxas de viabilidade
do que os demais. As CTLA ficam desta maneira melhor caracterizadas, com
protocolos de cultivo e estocagem bem estabelecidos, facilitando a producéo
de células-tronco funcionais em larga escala aptas a serem utilizadas em
experimentos futuros.

Descritores: células-tronco mesenquimais; liquido amnio6tico, diferenciacao
celular, criopreservacao; crioprotetores.



Summary

JANZ, FL. Characteristics of expansion, differentiation and cryopreservation
of mesenchymal stem cells obtained from amniotic fluid in second trimester
of pregnancy [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo”; 2010. 143p.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are undifferentiated progenitor cells that
have high proliferation rates in culture, ability to differentiate into various
tissues and can be found in adult and fetal tissues such as umbilical cord,
placenta and amniotic fluid (AF). Studies showed that human AF obtained by
amniocentesis in second trimester of pregnancy, commonly used in fetal
diagnostic, is a potential source of progenitor cells. However, these cells
require further studies above techniques of isolation, expansion and,
especially, about freezing protocols used in their cryopreservation. For then,
we analyzed isolation and expansion methods to AFSC as the best culture
medium and inoculum density; biological characteristics such as
undifferentiated state, cell cycle, membrane markers, plasticity, and also we
tested two freezing protocols (standard and graduated) with different
cryoprotectors (DMSO, glycerol, trehalose and sucrose) that could be able to
maintain high viability and other characteristics of stem cells after 3 and 6
months of storage in liquid nitrogen. At the end of experiments we found that
amniotic fluid is a rich source of mesenchymal stem cells that can be isolated
and cultured with a-MEM medium supplemented with 20% FBS.
Standardized an initial cell samples counting to optimize primary plating, an
ideal inoculum density for the later passages (5000 cells/cm?) and doubling
time (30 £ 4 hours). AFSC expressed undifferentiated genes: Oct-4, Sox-2
and Nanog, were positive for surface markers CD29, CD44, CD90 and
CD105; presented high in vitro proliferation rate and capability to differentiate
into bone, adipose, cartilage and neuronal tissues. There was not statistical
significance in cell viability between standard and graduated freezing
protocols. All evaluated cryoprotectors maintained the basic features of
amniotic fluid stem cells, as Oct-4 gene expression, surface markers and
plasticity. DMSO 10% showed higher rates of viability than the others. We
can conclude that AF is a rich source of MSC with great capacity for
expansion and differentiation and that both methods of freezing could be
used for AF cells storage. All tested cryoprotectors maintains stemness of
AFSC, therefore the highest viability rate is supplied by 10% DMSO. In this
way, AFSC are better characterized, with cultivation and storage protocols
standardized, resulting in large scale production of functional stem cells
suitable for use in future experiments.

Descriptors: mesenchymal stem cells, amniotic fluid, cell differentiation,
cryopreservation; cryoprotectors.



INTRODUCAO

Os estudos com células-tronco despontam no cenario cientifico mundial
demonstrando a grande aplicabilidade das mesmas nos variados campos da
medicina. O elevado numero de questionamentos levantados pelas
pesquisas com células-tronco embrionarias (CTE) proporcionou uma busca
por tipos alternativos de células-tronco. Neste aspecto, surgiram as células-
tronco mesenquimais (CTM), que embora tenham um menor potencial que
as CTE, podem ser isoladas de varios locais no organismo, sobretudo nos
tecidos fetais, quando as células progenitoras apresentam maior grau de
indiferenciacao e, logo, maior potencial de diferenciacao.

Para tanto, resolvemos estudar neste trabalho o liquido amniético
humano como uma fonte alternativa de células-tronco mesenquimais (CTM).
Buscamos padronizar protocolos de isolamento, cultivo e expansdo para as
mesmas que fossem mais rapidos e faceis na execucao do que 0s propostos
atée aqui. Pretendemos caracterizar estas células de forma mais
contundente, visto que o LA apresenta uma grande celularidade, sem deixar
margem para duvidas acerca de possiveis contaminacdes celulares ou
diferenciacdes indesejadas em cultura. Os estudos sobre congelamento de
CTM séo de vital importancia ja que o metodo de resfriamento adotado e as
substancias utilizadas como crioprotetores podem causar alta taxa de morte
celular e/ou iniciar uma diferenciacdo que inviabilizaria as mesmas. Por
estes motivos, junto a caréncia de trabalhos esclarecedores neste sentido,

testaremos também diferentes protocolos de congelamento com diversos



criopreservantes a fim de padronizar ambos para a criopreservacado das

células-tronco.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Células-tronco, por definicdo, sdo aquelas capazes de autorrenovacao
ilimitada ou prolongada através de divisbes mitoticas assimétricas e
passiveis de originar pelo menos um tipo celular em estagio mais avancado
de diferenciacdo (Morrisson et al., 1997). Ainda como caracteristica, as
células-tronco sdo ceélulas n&o-especializadas, isto €, nao tem
comprometimento morfolégico e funcional com nenhum tipo celular (Del
Carlo, 2005).

Geralmente, entre uma célula-tronco e suas progenitoras totalmente
diferenciadas existe um tipo celular intermediario chamado de célula
amplificadora transitéria, que apresenta capacidade de proliferacao
diminuida e um potencial de diferenciacéao restrito (Figura 1). A presenca
destas células amplificadoras transitérias explica como um tecido pode
manter uma producéo elevada e constante de células diferenciadas a partir
de um pequeno numero de células-tronco locais. Como, normalmente, as
células-tronco possuem um ciclo celular lento (estado quiescente), muitas
das células em divisdo presentes em um determinado tecido sdo células
amplificadoras transitorias que estdo comprometidas a se diferenciar apos
um determinado numero de divisdes. Desse modo podemos concluir que a
capacidade de divisdo celular ndo é por si s6 um indicador da condicdo de

célula-tronco (Slack, 2000).
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Figura 1 — Hierarquia celular: célula amplificadora transitéria (“célula
comprometida”) entre uma célula-tronco original e as células ja diferenciadas.
(Fonte: www.fzea.usp.br/gma/discip/zab0215/aula24.pdf)

As células-tronco sdo divididas em dois grandes grupos que dizem
respeito ao seu local de origem: podem ser embrionarias (CTE), quando s&o
derivadas da massa celular interna do blastocisto embrionéario; e adultas
(CTA) gue séao aquelas localizadas em estado mais diferenciado na maioria
dos tecidos do organismo adulto (Vogel, 2000). Levando em consideracao o
grau de plasticidade da célula-tronco, ou seja, 0 seu potencial de
diferenciacdo em tecidos variados, podemos classifica-las em trés tipos:
totipotentes, pluripotentes e multipotentes.

As células-tronco totipotentes podem originar tanto um organismo
totalmente funcional, como qualquer tipo celular do corpo, inclusive todo o
sistema nervoso central e periférico (Gage, 2000). Correspondem as células
do embrido recém-formado (zigoto) e tém potencial para originarem até
mesmo as celulas dos folhetos extra-embrionario, que formardo a placenta e
0s demais anexos responsaveis pelo suporte ao embrido. Entretanto, estas
células possuem um tempo de vida curto e desaparecem poucos dias apos a

fertilizacdo (Robey, 2000).



As pluripotentes séo células capazes de originar qualquer tipo de tecido
sem, no entanto, originar um organismo completo, visto que ndo podem
gerar a placenta e outros tecidos embrionarios de apoio ao feto. Formam a
massa celular interna do blastocisto depois do quarto dia de fecundacao e
participam da formacdo de todos os tecidos do organismo (Robey, 2000).
Apesar de existirem em menor numero, as células-tronco pluripotentes estao
presentes, também, em individuos adultos. As oriundas da medula 6ssea,
por exemplo, podem originar células de sangue, o0ssos, cartilagem,
musculos, pele e tecido conjuntivo (Gage, 2000).

As células-tronco multipotentes sdo um pouco mais diferenciadas,
presentes no individuo adulto, com capacidade de originar apenas um
limitado numero de tipos teciduais. Estas células sdo designadas de acordo
com o orgao do qual derivam e podem originar apenas ceélulas deste 6rgéao,
possibilitando a regeneracao tecidual local (Gage, 2000). Entretanto, com o
avanco das pesquisas, a existéncia desta categoria na classificacdo das
células-tronco tem sido cada vez mais questionada, visto que células antes
consideradas multipotentes, a exemplo das células-tronco neurais, tém se

revelado pluripotentes (Clarke, 2000).

1. CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS

Em cada embrido no estagio de blastocisto, as células-tronco da
massa celular interna diferenciam-se para formar o ectoderma primitivo, o
qgual, durante a gastrulacédo, diferencia-se nos trés folhetos embrionarios

(ectoderma, mesoderma e endoderma). Quando removidas do seu ambiente



embrionario normal e cultivadas em condicbes apropriadas, estas células
dao origem a células que se proliferam e renovam-se indefinidamente
(Weissman, 2000). As células-tronco embrionarias (CTE) s&@o células
pluripotentes dotadas de grande plasticidade, que apresentam
caracteristicas particulares, como uma ilimitada capacidade de proliferacao
in vitro sob estimulos, além da possibilidade de formar células derivadas dos
trés folhetos embrionarios em cultura (Odorico et al., 2001; Deb, 2008).

As CTE humanas expressam muitos marcadores que Sao comuns as
células pluripotentes, como: CD9, CD24, Oct-4, Nanog, fosfatase alcalina,
Rex-1, Cripto/TDGF1, DNMT3B, SOX-2, EBAF e Thy-1, bem como, os
antigenos especificos de estagio embrionario, SSEA-3 e SSEA-4
(Trounson, 2006; Richards et al., 2004; Chambers, 2004). Também exibem,
em geral, altos niveis e uma alta atividade da enzima telomerase quando
em cultura por longos periodos. Esta enzima é responsavel pelo
reagrupamento dos teldmeros cromossémicos apoés as divisbes impedindo,
desta forma, a senescéncia celular. Outra caracteristica tipica destas células
€ a formacdo de teratomas (neoplasias benignas que contém células
derivadas dos trés folhetos germinativos) quando injetadas em
camundongos imunodeprimidos (Yao et al., 2006).

As CTE quando cultivadas em suspensédo in vitro sdo capazes de
formar espontaneamente corpos embrioides que consistem em esferas
contendo uma variedade de células progenitoras em estagio mais avancado

de diferenciacéo. A dissociacdo enzimatica destes corpos e o subcultivo de



suas células proporcionam o isolamento de um tipo particular de célula
progenitora (Del Carlo, 2005; Ulloa-Montoya, 2005).

Para que sejam induzidos a diferenciacao in vitro, os corpos embrioides
devem ser cultivados na presenca de fatores de crescimento especificos e
diferentes citocinas por um tempo determinado. Estes agrupamentos de
células, na presenca de substrato adequado, formardo diversos tipos
celulares, incluindo musculos esquelético e cardiaco, neurdnios, células
hematopoéticas, hepatécitos, dentre outros (Trounson, 2006; Yao et al.,

2006; Schuldiner et al., 2002; D’amour, 2005).

2. CELULAS-TRONCO ADULTAS

Além do embrido, as células-tronco também s&o encontradas em varios
orgaos e tecidos no individuo adulto, onde participam da homeostase
tecidual, gerando novas células em resposta ao repovoamento celular
fisiolégico ou a uma injuria. Tais populacdes celulares indiferenciadas
mantidas no organismo adulto sdo denominadas células-tronco adultas
(Odorico et al., 2001; Chiu, 1996; Watt et al., 2000). Estas células, assim
como as CTE, produzem a enzima telomerase, ndo estando, portanto, tdo
sujeitas a senescéncia celular, fenbmeno que ocorre nas demais células
somaticas diploides, devido ao encurtamento dos teldmeros ap0s sucessivas
mitoses.

As células-tronco adultas (CTA) estdo em estado quiescente ou de
baixa proliferacdo, predominantemente nas fases GO e G1 do ciclo celular,

localizando-se em regides especificas essenciais para 0 seu



desenvolvimento e a manutencdo de seus atributos, particularmente a
capacidade de autorrenovacao (Gritti et al., 2002). Estas regides sé&o
denominadas de nichos celulares e dentre os principais sitios estdo: medula
O0ssea (Heissig, 2005), coracdo (Leri et al, 2005), rins (Li, 2005), pele
(Tumbar et al.,, 2004), figado (Guettier, 2005), pancreas, ovarios, cordao
umbilical, placenta, liquido amnidtico, amnio, entre outros (Slack, 2000;
Brittan, 2002; Modlin, 2003; Lavker et al 2004; Watts, 2005; Woodward,
2005; Kim et al., 2005).

CTA podem iniciar suas divisbes e diferenciacdes em células mais
especializadas através de inumeras interacbes com o microambiente do
nicho onde se situam. Mais especificamente, CTA e células suportes ou
estromais interagem reciprocamente formando diversas conexdes
intercelulares, como juncdes aderentes e do tipo gap para manter a
integridade do tecido e controlar o balanco entre estado quiescente e
proliferativo (Arai et al., 2004; Fuchs, 2004; Hirao, 2004).

As primeiras CTA estudadas e, consequentemente, as mais bem
caracterizadas sdo as células hematopoéticas provenientes da medula
O0ssea (Hirao, 2004). Estas células foram capazes de diferenciar-se nos
constituintes mieloides e linfoides do sangue e logo foram utilizados com
sucesso em transplantes autdlogos para pacientes com cancer pos-
tratamento quimioterapico. Mais tarde foi isolado outro tipo de célula-tronco
adulta também constituinte da medula Ossea, porém com propriedades
diferentes das hematopoéticas, tratava-se das células-tronco mesenquimais

(CTM) ou células-tronco estromais. Elas receberam esta denominacéo, pois



derivam do folheto embrionario intermediario, a mesoderme, que ¢é
responsavel pela formacédo, entre outros, dos tecidos 0sseo, cartilaginoso,

adiposo e muscular.

2.1. Células-tronco Hematopoéticas (CTH)

A célula-tronco hematopoiética € definida como uma célula adulta com
grande capacidade de autorrenovacdo e potencial proliferativo, o que
possibilita a sua diferenciacdo em células progenitoras de todas as linhagens
hematoldgicas e a reconstituicdo da populacdo sanguinea a partir de uma
anica célula. Constituem de 0,05% a 0,1% da populacdo da medula 6ssea
humana e das células hematopoéticas circulantes.

A CTH tem origem mesenquimal e, durante o periodo de vida intra-
uterino, esta presente no saco vitelino embrionario e, posteriormente,
desloca-se por via hematdégena para o figado, baco, linfonodos e timo fetal.
Na metade do periodo de vida intra-uterino, a hematopoese passa a ocorrer
na medula 0ssea, que se torna o principal sitio hematopoético no final da
gestacdo até a vida adulta (Jain, 1986). As CTH sao as Unicas células do
sistema hematopoéticos que exibem potencial proliferativo extensivo e
capacidade de se diferenciar em todas as células do sistema linfo-
hematopoético continuamente até a morte (Gasper, 2000).

Além da medula éssea podemos encontra-las também no sangue
periférico no sangue proveniente do corddo umbilical e no sistema
hematopoético fetal (Negrin et al., 2000; Laughlin, 2001; Humeau et al.,

1996). E o tipo celular mais estudado dentro das CTA, sendo conhecido a



mais de 50 anos. O primeiro transplante de CTH de medula 6ssea realizado
em humanos, no ano de 1.959, foi realizado em gémeos idénticos e mostrou
a capacidade de as células do doador repovoar a medula do receptor com
células sanguineas (Thomas, 1959). Atualmente, em termos clinicos as CTH
sdo usadas no tratamento de leucemias, linfomas, anemia aplasica e
doencas hereditarias do sangue, como anemia falciforme e talassemias
atraves de transplantes de medula éssea autdlogos ou alogénicos (Locatelli,
2001).

Existem dois tipos principais de células progenitoras que derivam da
CTH dentro do sistema hematopoiético, que sdo: as ceélulas progenitoras
mieloides e as linfoides As células progenitoras mieloides séo responsaveis
pela formacao dos eritrdcitos, plaquetas, granulocitos e macréfagos. Por sua
vez, as células progenitoras linfoides vao dar origem aos linfécitos e as
células dendriticas (Dzierzak, 1998).

O fendtipo da célula-tronco hematopoiética inclui a expressdao dos
antigenos de superficie CD34 e CD90 (Thy-1) e auséncia do CD38. O
antigeno CD34 funciona como molécula de adesédo enquanto o CD90 parece
estar envolvido na sinalizacao da transducdo génica (Humeau et al., 1996).
Um subgrupo primitivo das CTH, chamado de “side population (SP)” que
corresponde aos precursores das células CD34+, ndo expressa ou expressa
quantidades muito baixas de CD34. Essas células podem ser selecionadas
por possuirem marcador para CD133 e séo parte majoritaria de um pool
quiescente de células precursoras hematopoéticas e mesenquimais. Outra

caracteristica marcante das SP € a capacidade de eliminar do seu interior o
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corante celular Hoechst 33342 ap0s o contato em cultura. Isto se deve a alta
expressao por parte deste grupo de células dos genes MDR-1 (gene de
resisténcia a multiplas drogas) e BCRP (proteina de resisténcia ao cancer de
mama) que, por sua vez, sdo responsaveis pela formacdo de proteinas de
membrana que bombeiam para o0 meio extracelular determinadas
substancias como quimioterapicos e xenobidticos. Sabe-se que as SP
oriundas da medula O&ssea apresentam um grande potencial de
reconstituicdo hematologica e podem dar origem as células musculares e
endoteliais. Elas também estdo presentes em uma variedade de neoplasias
e podem estar ligadas a resisténcia ao tratamento quimioterapico e
reincidéncia tumoral (Ding, 2010).

As células CD34- podem se diferenciar em células CD34+, deixando o
sangue periférico, voltando a medula (homing) e aumentando a populacéo
de células progenitoras locais (Huss, 2000). Sugere-se que a expressao do
CD34 varie dependendo do estado de ativacdo da célula-tronco

hematopoética (Sato, 2001).

2.2. Células-tronco Mesenquimais (CTM)

Sao consideradas células multipotentes ndo hematopoéticas com
propriedade de autorrenovacédo e capacidade de diferenciacdo em tecidos
mesenquimais e ndo mesenquimais (Reiser et al., 2005). O primeiro relato
das CTM foi realizado pelo pesquisador russo Friedenstein e seus
colaboradores, na década de 70, que as descreveu como sendo células

aderentes, morfologicamente semelhantes a fibroblastos e com alta
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capacidade de adesdo a superficie plastica. Varios estudos posteriores
relataram a multipoténcia destas células, ou seja, a capacidade de
diferenciarem-se em células derivadas da mesoderme embrionaria (Figura

2): osteoblastos, condroblastos e adipdcitos (Prockcop, 1997).

Embriogenese

MESODERME

Esqueletio
Miscalos
Sistema circulatorio
Sistema excrator
Sistema reprodator

ECTODERME

i Sistema nervoso
Orgaos dos sentidos

Epiderme

ENDODERME
Sistema respiratorio
Figado
Pancreas

Chrigem
de algumas estruturas

Figura 2 - Disposicdo dos 3 folhetos embrionarios (endoderme, mesoderme e
ectoderme) e alguns dos tecidos que vao originar durante a organogénese (Fonte:
José Salsa, 2005).

As células-tronco mesenquimais, sobretudo aquelas derivadas da
medula éssea humana, diferem muito quanto a nomenclatura utilizada para
descrevé-las. Elas também podem ser denominadas de células-tronco
esqueléticas, células-tronco estromais de medula 6ssea ou, ainda, como
recentemente sugerido pela Sociedade Internacional de Terapia Celular
(SITC) células estromais mesenquimais multipotentes, definidas como um
grupo de células clonogénicas, presentes no estroma da medula éssea,
capazes de diferenciacdo em varias linhagens de células do tipo
mesodérmico e, possivelmente, em outros tipos celulares néao

mesodérmicos, como ceélulas neurais e hepatdcitos (Horwitz, 2005; Abdallah
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e Kassem, 2008). O termo célula-tronco mesenquimal (CTM) sera adotado

neste trabalho para se referir ao tipo celular descrito pela SITC.

2.2.1. Caracterizacdo das CTM

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular uma
determinada populacdo de células sera classificada como célula-tronco
mesenquimal quando apresentar trés caracteristicas chaves. A primeira é
gue as mesmas sejam isoladas com base nas suas propriedades de adeséao
seletiva a superficie do material onde séo cultivadas (geralmente plastica). A
segunda é que as expressdes dos antigenos de membrana CD105
(endoglina ou SH2), CD73 (SH3 ou SH4) e CD90 (Thy-1) tenham uma
positividade maior de 95% e que CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou
CD19 e HLA-DR sejam expressos em menos de 2% das células em cultura.
Por fim, que as células possam ser diferenciadas em tecido 0sseo,
gorduroso e cartilaginoso apods estimulo (Horwitz, 2005). De toda forma,
ainda ndo ha marcadores especificos para a caracterizacdo das CTM e as
propriedades exigidas pela SITC tampouco sdo contundentes visto que
também estdo presentes em outros tipos celulares que ndo as células-

tronco.

2.2.1.1. Marcadores de Membrana
Esta bem descrito que as CTM humanas adultas ndo expressam o0s
marcadores hematopoéticos CD45 (marcador pan-leucocitario), CD34

(marcador de células-tronco hematopoéticas primitivas, raramente expressa
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em CTM humanas, apesar de ser positiva em camundongos) e CD14
(expresso em mondcitos e macrofagos). Nao expressam também CD11b
(marcador de mondcitos), glicoforina-A (marcador de linhagem eritroide) e o
antigeno CD117 (marcador de célula-tronco progenitora hematopoética).
Sao0 negativas ainda para as moléculas coestimuladoras CD80, CD86 e
CD40, e as moléculas de adesédo celular CD31 (PECAM-1, expresso em
células endoteliais e hematopoéticas), CD18 (LCAMB) e CD56 (NCAM-1).
Por outro lado, expressam niveis variaveis de CD105 (endoglina), CD73,
CD44, CD90, CD71 (receptor de transferrina) e CD271 (Stro-1), assim como
as moléculas de adesdo CD106 (VCAM-1), CD166 (ALCAM), CD54 (ICAM-
1) e CD29. Estes sdo alguns dos principais marcadores de membrana
expressos ou ndo pelas CTM descritos por diferentes grupos na confeccéo
de painéis de anticorpos para caracterizacdo através de citometria de fluxo
(Liu, 2009).

A expressao variavel de muitos dos marcadores superficiais pode ser
explicada ndo somente pelos diferentes protocolos utilizados para o
isolamento celular e caracterizacdo do cultivo, mas também a variacdo na
fonte ou tipo de tecido de onde s&o obtidas as células, bem como, a idade e
o0 sexo do paciente. O tecido adiposo humano, por exemplo, € uma das
fontes de células-tronco adultas que podem diferenciar-se em varias
linhagens mesenquimais in vitro, mas que apresentam diferencas na
expressao de certos marcadores: elas expressam CD49d, o que ndo ocorre
com as CTM de medula éssea; enquanto estas ultimas expressam CD106,

que ndo é encontrado nas células de tecido adiposo. O antigeno CD106 é
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uma molécula que promove a adesao de linfécitos, monadcitos e eosinofilos
ao endotélio vascular, estando associado, portanto as atividades
imunologicas do sistema hematopoéticos (Duff, 2003); assim, a falta de sua
expressdo nas CTM de tecido adiposo é consistente com sua localizacéo

nao hematopoética (Liu, 2009).

2.2.1.2. Potencial de Diferenciacdo ou Plasticidade  Celular

Até pouco tempo imaginava-se que uma célula adulta diferenciada néo
pudesse promover mudancas em seu fenotipo. Atualmente sabe-se por um
grande numero de estudos que essa mudanca é sim possivel, podendo
ocorrer em células diferenciadas e células-tronco tecido especificas que
passam a expressar caracteristicas funcionais de outros tecidos. Esta
aguisicdo de um novo fenotipo por células ja especializadas chama-se
transdiferenciacao.

O processo de diferenciacdo celular comeca no Utero materno nos
primeiros estagios da gravidez, em um processo conhecido como
organogénese (Sadler e Langman, 2005). S&o varios 0s processos que
podem desencadear a diferenciacdo celular, sendo trés os principais:
interacdo e contato célula-célula; faz com que células vizinhas passem a
secretar substancias que irdo fornecer um microambiente favoravel a
diferenciacdo, como o que ocorre durante o processo de gastrulacdo na
embriogénese, onde as células se diferenciam para formar os trés folhetos

embrionarios que darao origem aos diferentes érgéos constituintes do corpo;
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divisdo celular: as células podem se dividir de duas maneiras diferentes
(Wagers, 2002).

Na divisdo simétrica, uma célula da origem a duas células-filhas que
sdo idénticas entre si e exatamente iguais a ceélula-mae, neste caso nao
ocorre diferenciacdo celular. Porém, na divisdo assimétrica, a distribuicdo
dos componentes celulares no momento da citocinese ocorre de forma
desigual (Figura 3). Sendo assim, as células formadas podem ser distintas
umas das outras e, desta forma, participar da formacdo de diferentes
tecidos; regulacdo génica: existem muitos processos envolvidos na
regulacdo da atividade génica (Sakashita, 2001). Os dois mecanismos
principais nesta regulacdo envolvem a acetilacdo da cromatina, que é
responsavel pela diferenca entre heterocromatina: onde o0s genes
encontram-se inativos, devido a formacdo dos nucleossomos e
superenrolamento em determinadas regiées do genoma; e eucromatina: que
€ um local geneticamente ativo, ou seja, onde 0s genes estao aptos a serem
expressos.

Este processo € regulado basicamente por duas enzimas: a histona-
acetiltransferase, que promove a acetilagdo e, portanto, o desligamento
através da insercdo de um grupamento acetil no gene e a histona-
desacetilase, que remove 0s mesmos grupos acetila e torna, assim, o0s
genes ativos (Knoblich, 2001). Acredita-se ainda que determinadas
sequéncias de RNA de interferéncia possam indicar quais regides do
genoma seriam acetiladas ou nao (Gibbons, 2005). O outro processo

envolvido na regulacéo génica € o da metilacdo (insercdo de um grupo metil)
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de determinadas sequéncias génicas, principalmente as regiées promotoras,
que fazem com que o0s genes regulados por elas ndo sejam expressos

enguanto esta se encontrar metilada.

Populacao de Células-Tronco

@ © @ ©0 O 0 O

Figura 3 - Esquema de divisdo das células-tronco: simétrica (S) onde as células-
filhas séo idénticas entre si e assimétrica (A) onde uma célula-tronco origina duas
células-filhas distintas entre si; sendo uma indiferenciada semelhante a célula-méae
e a outra ja diferenciada (Fonte: NATURE, Vol 441, 29 June 2006, doi:10.1038).

As CTM séo capazes de formar osteoblastos, condrdcitos e adipécitos
tanto in vitro como in vivo. Somada a identificagdo das CTM baseadas em
suas caracteristicas fenotipicas, a capacidade destas células formarem, ao
menos, estes trés tipos celulares distintos sdo os Unicos critérios funcionais
disponiveis para identifica-las até entdo. CTM podem, além de diferenciar-se
em ceélulas da linhagem mesodérmica, como o0sso, gordura e cartilagem,
também dar origem as células dos sitios endodérmico e neuroectodérmico,
através do processo de transdiferenciacdo (Kolf, 2007). Dentre estas
diferenciagdes in vitro, sob condigcbes de cultivo apropriadas, estdo as
derivacbes em tendcitos, células musculares, cardiomidcitos, ceélulas
endoteliais, hepatodcitos e neurénios.

Diversos fatores, como métodos de isolamento, material de superficie
da cultura, meio de cultura, densidade de in6culo, tratamento com hormonio

e fatores de crescimento, afetam ndo somente a expansdo e as
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propriedades imunogénicas das CTM, mas também a diferenciacéo. A idade
do doador de células e a presenca de enfermidades também podem
influenciar.

Véarios sdo o0s sinais quimicos e/ou biologicos que atuam como
indutores da diferenciacédo nas CTM. Fatores de crescimento como o TGF-
(Transforming Growth Factor — Beta), IGF-1 (Insulin Growth Factor-1), b-FGF
(basic-Fibroblast Growth Factor), EGF (Endothelial Growth Factor) e PDGF
(Platelet Derivated Growth Factor) estimulam o potencial de diferenciagcéo
das CTM em condrdcitos (Hashimoto, 2006). Muitas rotas de sinalizacéo
intracelular, como a MAPK e Smads, séo ativadas e induzem certos fatores
de transcricdo e genes (Sox-9, Sox-5 e Sox-6) a produzir proteinas de matriz
celular, como o colageno do tipo Il, syndecan e perlecan, requeridos para a
formacdo da cartilagem. b-FGF e Wnt podem estimular o potencial de
diferenciacdo osteogénico através da ativacao da via de sinalizacdo do BMP
(Bone Morphogenetic Protein) (Kulterer, 2007). O meio de cultura
suplementado com concentracdes adequadas de vitamina D3, 2-fosfatase-
ascorbato e [-glicerofosfato pode induzir também a diferenciacédo
osteogénica das CTM que passam a expressar genes osteoespecificos
como osteocalcina e osteopontina (Baksh, 2004). VEGF, do inglés Vascular
Endothelial Growth Factor, por sua vez, estimula o potencial de
diferenciacdo das CTM em células endoteliais. A dexametasona e outros
glicocorticoides sintéticos, somados a isobutilmetilxantina, insulina e

indometacina, estimulam o potencial adipogénico e fazem com que as CTM
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expressem genes como leptina, PPAR-gama e lipoproteina lipase (de
Gemmis, 2006).

O isolamento de células-tronco mesenquimais com capacidade de
diferenciacdo em células neuronais trouxe a perspectiva da possivel
utilizacdo das mesmas em protocolos clinicos de restauracdo em patologias
neurodegenerativas (Woodbury, 2000; Sanchez-Ramos, 2000). O meio de
cultura com baixas concentracdes de soro fetal bovino contendo pequenas
quantidades de dimetilsulfoxido (DMSQO) provoca mudancas morfologicas
nas CTM semelhantes aquelas encontradas em neurbénios sugerindo uma
diferenciacdo (Prusa, 2004). A mesma transformacéao fenotipica ocorre com
a exposicdo a baixas concentracdes de B-mercaptoetanol. Outros autores
utilizam coquetéis de fatores crescimento, entre eles o BNDF (Brain Neural
Derivated Factor), acido ascoérbico FGF-8, fazendo as células-tronco
expressarem genes tipicos de neurdnios em fase de desenvolvimento
precoce e adulto (Anisimov, 2007). Porém, ainda ha muitas controvérsias no
que diz respeito aos marcadores neuronais utilizados para a caracterizacéo
desta diferenciacéo, visto que a maioria dos genes investigados tambéem é
expressa em outros tipos celulares que ndo neurdnios. Poucos estudos
avaliam a funcionalidade das células diferenciadas através de ensaios de

eletrofisiologia e pesquisas de canais voltagem dependentes.

2.2.1.3. Genes de Indiferenciacao e Autorrenovacao
A autorrenovacao celular € um processo essencial na manutencao da

pluripoténcia das células-tronco. Ela confere a algumas células a capacidade
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de se dividir, mantendo seu estado de indiferenciacdo, tanto pela divisdo
celular simétrica, como a assimétrica (Knoblich, 2001).

A regulacdo da capacidade de autorrenovacao destas células é feita
por genes cujos produtos interferem na propria expressao génica
(Roobrouck, 2008). Estes genes, que S80 expressos quase exclusivamente
nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario sdo: os genes da
familia SOX, sendo mais importante o Sox-2, que codifica uma proteina nao
histobnica capaz de se ligar ao DNA, influenciando, positiva ou
negativamente, na expressao de determinados genes; o Oct-4 (Figura 4),
que participa de duas etapas cruciais na formacéo do embrido; a primeira, na
etapa da formacdo da moérula com desenvolvimento da massa celular
interna, que € pluripotente, e do trofoectoderma; e a segunda, no estagio de
pré-implantacdo, com formacao do epiblasto pluripotente e do ectoderma
primitivo; e, finalmente, o Nanog, que talvez seja o mais importante deles,
pois atua, amplamente, mantendo a capacidade de autorrenovacao destas
células e o seu estado indiferenciado (Prior e Walter, 1996; Sadler, 2005;
Alberio, 2006). Comeca a ser expresso no interior das células da mérula e
da massa celular interna dos blastocistos. Apos a implantacdo na parede
uterina o seu respectivo RNA mensageiro é detectado somente no epiblasto
e eventualmente nas células germinativas.

O gene Nanog €é expresso em células-tronco embrionarias,
multipotentes e também em células neoplasicas. Seu nome é uma referéncia
a Tir Nan Nog, o territério da eterna juventude segundo a mitologia celta

(Darr, 2006).
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Figura 4 - Estrutura do gene Oct-4. Em preto os 5 éxons e em branco o promotor
distal (DE) e proximal (PE) (Fonte: Essential of Stem Cells Biology, 2006).

O gene Oct-4 foi o primeiro identificado como um regulador chave da
pluripoténcia, primeiramente descrito por Scholer (Nichols, 1998). E definido
como uma proteina de ligagdo do DNA, do homodominio POU, codificado
por 324 aminoacidos (Pan, 2002). O Oct-4 depende de dois dominios de
transativacdo no DNA para exercer suas atividades de transcricdo €
sintetizado e transportado para o nucleo por meio do sinal de localizacéo
nuclear (Pan, 2004). O padrao de expressado do Oct-4 sugere que ele pode
regular as caracteristicas celulares do desenvolvimento embrionario inicial
(Scholer, 1990).

Em conclusao, os transcritos Oct-4, Nanog e Sox-2 exercem um papel
essencial e coordenado, blogueando genes que, na auséncia dos seus
transcritos, desencadeiam diferenciagao (Zangrossi, 2007). Confirmam-se
estes dados pela demonstragdo da reprogramacao de células diferenciadas
adultas ao estado de pluripoténcia pela introducdo génica dos fatores de
pluripoténcia Oct-4 e Sox-2 nas mesmas, por meio da técnica iPS (induced
Pluripotent Stem Cells) (Caramia, 2009; Zhou, 2010).

Nota-se que estes trés genes, isolados ou em associagcao, séo

responsaveis pela expressao de mais de 2.000 outros genes envolvidos nos
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processos de autorrenovacdo, de manutencdo da plasticidade e, logo,

pluripoténcia das células-tronco (Figura 5 - Masui et al, 2007).

Oct4 43¢

Nanog

383 762

Sox2"

Figura 5 - Diagrama de Venn e a regulacdo génica promovida por Oct-4, Sox-2 e
Nanog em diversos genes das células-tronco (Fonte: Cell, Vol. 122, 947-956, 23,
2005).

2.2.2. Aplicacdes Clinicas

A aplicacdo das CTM no reparo tecidual € estudada ha tempos, porém
0 potencial destas células as capacitam para muitas outras aplicacdes
experimentais (Bruder, 1994; Huang, 2009). Com potencial de diferenciacéo
em diversas tecidos, suas propriedades imunossupressoras e a relativa
facilidade de manuseio in vitro fazem das CTM uma ferramenta importante
para, entre outras coisas, a engenharia tecidual, tratamento de doencas
degenerativas e estudo de novos farmacos (Liang, 2002).

A cardiologia € uma das areas da medicina em que as células-tronco
tém sido mais empregadas. As doencas cardiovasculares tém um papel
preponderante nos indicadores de saude tanto no Brasil quanto no mundo,
sendo a primeira causa de mortalidade (Urbaniak, 2010; Strauer, 2005;
Jackson, 2001; Assmus, 2006; Orlic, 2001). Sdo varias as doencas que

podem afetar o bom funcionamento do musculo cardiaco, como:
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coronariopatias, infarto do miocardio, doenca de Chagas, entre outras
(Mazhari, 2007; Villas-Boas, 2006; Arom, 2008; Dai, 2007; Patel, 2007).

Vérias linhagens celulares como células-tronco embrionarias, células
mononucleadas da medula 0ssea, mioblastos, progenitores endoteliais e
células-tronco cardiacas foram utilizadas em ensaios pré-clinicos e clinicos
no tratamento de infarto agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca cronica,
mostrando melhora da funcdo cardiaca apds a terapia celular (Huttmann,
2006; Van Laake, 2006). Porém, alguns experimentos mostram a
incapacidade destas células infundidas em formar cardiomiocitos e
estabelecer juncdes de conducdo do estimulo elétrico (Vanderheyden,
2007). A concentracéo celular, o tipo mais apropriado, a via de inoculagéo
dessas células e a janela terapéutica sdo os principais desafios das
pesquisas clinicas a serem desenvolvidas no futuro, buscando uma
uniformizacdo dos procedimentos para cada uma das doencas
cardiovasculares.

Os principais alvos terapéuticos na ortopedia sdo a osteoporose e a
osteogenesis imperfecta. As células-tronco seriam utilizadas para repovoar o
tecido 6sseo com células novas e funcionais (Horwitz, 2001; Raisz, 2005;
Cancedda, 2003). A craniossinostose que pode resultar em desfiguracéo
cranio-facial, convulsdo e até mesmo cegueira também vem sendo tratada
com CTM conjugadas a um carreador de colageno e implantadas no local da
lesdo (Moioli, 2008). Em lesbes articulares com perda ou deformacdo de

discos cartilaginosos, os estudos mostram melhoras das articulacbes pela
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infusdo de progenitores cartilaginosos ou, ainda, pela reconstrugdo in vitro
com a utilizacao de biomateriais (Kunisaki, 2007).

Na neurologia, propde-se o reparo de danos na medula espinal através
da reposicédo das ceélulas neurais. Ocorrendo a implantacédo destas células-
tronco, com diferenciacdo em neurénios motores e/ou secrecdo de fatores
de crescimento neurais, poderia se obter a reversao do quadro de paralisia
(Chernykh, 2007). Outra doenca neurologica de muito interesse é o acidente
vascular cerebral (AVC), que também pode levar a uma paralisia
incapacitante. As células-tronco seriam infundidas na area da leséo cerebral
levando a um repovoamento do tecido necrosado e a uma possivel melhora
na incapacitacdo motora (Zhao, 2002; Kajiguchi, 2007). Na esclerose lateral
amiotréfica (ELA) especula-se a aplicacdo das células-tronco na
regeneracdo de um tecido neural ao longo da medula espinhal enferma
(Mazzini, 2006; Mazzini, 2008). No mal de Parkinson, doenca
neurodegenerativa causada pela perda progressiva dos neurbnios
produtores de dopamina, que provoca o0 aparecimento de tremor, rigidez e
diminuicdo da mobilidade, a terapia celular seria indicada para reposi¢cao dos
neurbnios dopaminérgicos da substancia nigram, o que levaria a uma
melhora do quadro da doenca (Kordover, 2006; Lindvall, 2007; Timmer,
2004). Em outra patologia neurodegenerativa, a doenca de Alzheimer, as
células-tronco poderiam também tornar-se parte da cura pela reposicédo das
células cerebrais doentes (Mckay, 2004).

Na endocrinologia, o principal foco dos estudos é a diabetes mellitus do

tipo 1. Pesquisadores de Budapeste descreveram uma terapia celular
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combinada de células mononucleares e células mesenquimais expandidas in
vitro em animais diabéticos tipo |. Os fatores paracrinos liberados pelas
células mononucleares e o0 potencial imunossupressor das células
mesenquimais, combinados, trouxeram melhoras para a diabete autoimune
(Lee, 2006; Noguchi, 2007; Urban, 2008).

As perspectivas para terapia celular em dermatologia compreendem
principalmente um melhor dominio das técnicas de manipulacdo genética,
terapia génica e a utilizacao das células-tronco, tanto na reparacéao tecidual
de feridas ou queimaduras, quanto nas possibilidades de tratamento da
calvicie e do envelhecimento cutaneo. A pele e, principalmente, a estrutura
do pelo tém sido utilizados como modelos para entendimento da
regeneracao de outros 0Orgaos, uma vez que o foliculo piloso representa um
orgdo em miniatura com células-tronco facilmente acessiveis (bulge),
multiplas linhagens celulares e varios centros de sinalizacdo (Yu, 2008).

Outra area de interesse nas pesquisas ja em desenvolvimento com
células-tronco é a oncologia, mais precisamente, a onco-hematologia
(Deans, 2008; Cheung, 2006). A utilizacdo de células-tronco, nestes casos,
estaria relacionada com a reconstru¢cdo do tecido hematopoiético apos
transplante, quimioterapia e radioterapia. A grande maioria, dentre os muitos
protocolos de pesquisa cadastrados no FDA (Food and Drug Administration),
orgdao de controle norte-americano, esta relacionada aos canceres
hematolégicos (Jakubowski, 2007). Um exemplo € a aplicacdo clinica de
células-tronco progenitoras CD34+, que consiste em transplantes tanto

alogénicos (tratamento de malignidades hematopoéticas, imunodeficiéncias,
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aplasia de medula 0ssea, doencas do metabolismo, hemoglobinopatias)
como autdlogos (tratamento de leucemias agudas, mielomas, linfomas,
cancer de mama e de ovario, tumor de célula germinativa, doencas
autoimunes) (Kim, 2007; Rasmusson, 2006).

As CTM também possuem propriedades imunomodulatérias e
desempenham importantes fun¢cdes moduladoras na tolerancia aos
transplantes, sindromes de autoimunidade, infiltracdo tumoral e tolerancia
materno-fetal (Di Nicolla, 2002; Uccelli, 2006). Elas demonstram baixa
expressdo do antigeno leucocitario humano (HLA) classe | e ndo expressam
moléculas coestimulatorias (CD40-, CD80- e CD86-) (Le Blanc, 2004).
Varios estudos comprovaram o efeito inibidor das CTM na proliferacdo e
ativagdo de linfocitos T humanos in vitro e in vivo (Bartholomew, 2002; Tse,
2003; Rasmusson, 2005).

Os primeiros trabalhos que demonstraram as propriedades
imunomodulatorias das CTM foram realizados com células de humanos,
babuinos e camundongos (Le Blanc 2003; Djouad, 2003). Estes relatavam
que as células progenitoras mesenquimais eram capazes de suprimir a
ativacdo e a proliferacdo de linfocitos T. Esta inibicdo afetava a proliferacéo
das células T induzida por aloantigenos e mitdbgenos, bem como, a ativacéo
das mesmas por anticorpos CD3 e CD8 (Maccario, 2005). As CTM néo
possuem restricdo imunologica, isto €, mostram 0os mesmos efeitos frente a
células de origem autéloga e alogénica.

Muitos estudos relatam o papel efetor de substancias sollveis na

imunorregulacao, visto que a separacdo de CTM e células mononucleares
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do sangue por uma membrana semipermeavel ndo afetou a funcéo
imunomoduladora (Spaggiari, 2006). Por outro lado, somente 0 meio
sobrenadante de culturas de CTM humanas e murinas nao foi capaz de
apresentar o mesmo efeito, sugerindo que fatores supressores ndao sao
constitutivamente secretados pelas CTM e que, dependem sim, de um
contato cruzado dindmico entre CTM e as células T. Di Nicola e
colaboradores sugeriram que a acdo imunossupressora seria mediada pelos
fatores TGF-3 e HGF (Hepatocyte Growth factor) (Di Nicolla, 2002). Outros
trabalhos, por sua vez, demonstraram que estas mesmas substancias nao
sdo responsaveis pela imunomodulacdo das CTM e apontaram a
prostaglandina E2 como possivel molécula efetora. A PGE2 ¢é
constitutivamente secretada pelas CTM e esta producdo é aumentada em
cocultivos com linfécitos T (Meisel, 2004; Selmani, 2009).

Mais recentemente, a enzima que cataboliza o triptofano, chamada de
indolamina dioxigenase (IDO) foi citada na acdo supressora da proliferacéo
de células T pelas CTM (Meisel, 2004). Sob estimulo com interferon-gama
(INF-y), as CTM expressam IDO que, por sua vez, degrada o aminoacido
triptofano produzindo cianorenina. Estes metabdlitos sdo responsaveis pelo
bloqueio do ciclo celular das células T. Contudo o papel da IDO na
imunomodulacdo também ndo esta totalmente elucidado. Outra maneira
sugerida de modulacdo da resposta imune pelas CTM seria pela formacao
de células T reguladoras CD8 positivas. Um aumento na populacdo de

células CD4+CD25+ que possuem um fenoétipo regulatorio (FoxP3 e CDS8
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positivas) foi demonstrado em cultivos mistos de CTM e linfocitos (Petrie
Aronin, 2010).

As CTM expressam baixos niveis de MHC-I e ndo expressam MHC-II,
mas podem expressar ambos apds serem cultivadas na presenca da
molécula pré-inflamatéria interferon gama. Outra funcdo apresentada pelas
CTM é a de fazer apresentacdo antigénica, assim como as celulas
apresentadoras de antigenos (APC): células dendriticas, macrofagos,
células de Langerhans e linfocitos B (Stagg, 2006). As APC convertem 0s
antigenos proteicos em peptideos e apresentam os complexos peptideo-
MHC de uma forma que possa ser reconhecida pelas células T.

As CTM também diminuem a diferenciacdo, maturacdo e funcdo das
células dendriticas (CD). Estas células realizam apresentacdo antigénica e
tém papel chave na inducdo de imunidade e tolerancia (Coquerelle, 2010).
As CD cocultivadas com CTM néo expressaram CD83 nem moléculas
coestimulatorias e diminuiram sua capacidade de ativar linfocitos T. A
secrecdo de citocinas também foi alterada, com diminuicdo da producéo de
TNF-alfa (Tumor Necrosis Factor), interferon gama e aumento da proteina
anti-inflamatéria IL-10 (interleucina 10) (Cheng, 2010).

Em resumo, a importancia farmacologica das CTM envolvendo a
imunomodulacdo as torna candidatas para o tratamento de uma variedade
de patologias que afetam o sistema imune (Aggarwal, 2005). Sob este
enfoque poderiam ser utilizadas na terapia das imunodeficiéncias, tanto a
primaria como a imunodeficiéncia combinada severa e a doenca do enxerto

contra hospedeiro (Notarangelo, 2006; Garcia, 2007; Chamberlain, 2007).
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2.3. Principais Fontes de CTM
2.3.1. Medula Ossea

A medula éssea adulta € um compartimento onde ocorrem interacdes
entre sistemas celulares diferentes, quem formam um microambiente
essencial para a hematopoese (Figura 6). Este compartimento, chamado de
estroma, é formado basicamente por trés tipos celulares distintos:
hematopoético, epitelial e estromal (Prockop, 1997). O termo estroma refere-
se ao conjunto formado pelo sistema estromal celular que inclui fibroblastos,
células endoteliais, células reticulares, adipOcitos e osteoblastos,
conjuntamente com a matriz extracelular a ele associado, bem como outros
tipos celulares, como exemplo, os macréfagos. Neste modelo as células-
tronco mesenquimais residentes na medula mantém um determinado grau
de autorrenovacdo e dao origem as células que podem diferenciar-se em
varias linhagens de tecido conjuntivo e em tecido estromais (Phinney, 2002).

A primeira evidéncia direta de que a medula 6ssea continha células
progenitoras de tecidos mesenquimais nao-hematopoiéticos advém do
trabalho de Friedenstein e colaboradores feito na Russia nos anos 70. Eles
descreveram o isolamento de células clonogénicas aderentes ao substrato
com formato de espiculas apds cultivar amostras de medula 6ssea e defini-
las como unidades formadoras de colonia fibroblasticas (CFU-Fs). As células
aderentes eram heterogéneas e ficavam inativas por dois a quatro dias,
quando comecavam a proliferar. As células-tronco hematopoéticas e sua

progénie eram descartadas gradativamente com as trocas de meio, ja que
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nao aderiam a superficie plastica. ApGs varias passagens em cultura, as
células aderentes se tornavam mais homogéneas e fibroblastoides na
aparéncia (Friedenstein, 1974). Desde entdo, a medula éssea vem sendo a

fonte mais utilizada e mais bem estudada para o isolamento de CTM.

Figura 6 - Puncdo de medula 6ssea para coleta de células-tronco (modificado;
Fonte: http://www.ahealthyme.com/Imagebank).

As CTM sé&o encontradas primariamente imersas no estroma medular.
Sua frequéncia € muito baixa sendo estimada em 0,125% de todas as
células de uma MO. Muitos fatores podem influenciar no nimero de células,
tal como a presenca de patologias, uso de medicamentos e idade do doador.
A quantidade de CTM encontradas na medula éssea fetal, por exemplo, é
cerca de 25 vezes mais do que na medula de uma pessoa adulta (Balduino,
2002) .

As células mesenquimais oriundas da medula Ossea humana
expressam CD105, SH-3, STRO-1 e CD13, marcadores importantes para
sua identificacdo, enquanto sdo CD45 negativas, ou seja, ndo expressam

este marcador tipico de células hematopoéticas. Em estudos clonais de
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diferenciacdo estas mesmas células progenitoras apresentaram potencial
osteogénico, condrogénico e adipogénico (Beyer Nardi, 2006).

Em 2006, Balduino descreveu “que as células-tronco mesenquimais da
medula 0ssea humana adulta que expressam o marcador de superficie
CD146 (M-CAM, M-cell adhesion molecule) sdo multipotentes e apresentam
potencial de autorrenovacado”, indicando desta forma a existéncia e

caracterizacdo de uma legitima célula-tronco mesenquimal (Balduino, 2002).

2.3.2. Cordao Umbilical

O corddo umbilical € um anexo placentario exclusivo dos mamiferos
que permite a ligacdo entre o embrido e a placenta e € responsavel, entre
outras coisas, pela nutricéo e respiracéo fetal. E formado por duas artérias e
uma veia envoltas por um material gelatinoso de composicdo conjuntiva
denominada de geleia de Wharton (Erices, 2000).

Na ultima década, um numero consideravel de estudos comprovou que
o sangue de corddo umbilical humano (SCU) possui células-tronco
hematopoéticas e um pool de células-tronco mesenquimais. As CTM
apresentam potencial de proliferacéo e diferenciacdo em mdltiplas linhagens,
semelhantemente ao observado nas células da medula 6ssea. No entanto,
como estas células correspondem a apenas uma pequena parcela das
células mononucleares presentes em cada amostra, € necessario isola-las e
multiplica-las in vitro para se ter um alto rendimento celular (Goodwin, 2001;
Panepucci, 2004). Em relacdo as CTM de medula éssea, as de cordao tém

como desvantagens a necessidade da criopreservagcao para um possivel uso
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autdlogo no futuro e um baixo volume de amostra a ser coletado. Estudos
sobre criopreservacdo e novas substancias criopreservantes faz-se
necessarios para diminuir a toxicidade e a possivel diferenciacdo que estes
agentes possam causar nas celulas congeladas. Dentre as vantagens, a
coleta do corddo nao envolve riscos para a mae ou para o bebé. Ainda em
comparacao com as células da medula 0ssea, no sangue de cordao existe
frequentemente um numero maior de células-tronco por volume coletado
com alta taxa de proliferacdo e estas ceélulas, quando transplantadas, séo
menos suscetiveis ao desencadeamento de reatividade alogénica no
receptor (McGuckin, 2004; Park, 2006). Vale ressaltar que o sangue de
corddo umbilical, na realidade, € o sangue fetal que fica retido na placenta
no momento do nascimento, quando é interrompida a circulacdo materno-
fetal. No proprio corddo, a geleia de Wharton constitui outra fonte importante
de CTM (Hwai-Shi, 2004).

Sabe-se muito pouco a respeito das células-tronco mesenquimais
presentes no sangue periférico. Porém, existem trabalhos que confirmam a
presenca destas células; presume-se que estejam em quantidades infimas o

que dificultaria muito o seu isolamento e cultivo (Zvaifler, 2000).

2.3.3. Tecido Adiposo

Recentemente o tecido adiposo adulto foi reconhecido como uma fonte
alternativa, acessivel e rica de CTM. Assim como a medula 0ssea, tem
origem no mesoderma embrionario e possui um estroma que pode ser

facilmente isolado, formado por células endoteliais, células de musculo liso e
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adipdcitos. Todas estas células estromais sdo enzimaticamente digeridas e
as CTM sao isoladas depois de centrifugacdo para retirada do material
gorduroso e restos celulares. A frequéncia de CTM neste tecido é de
aproximadamente 2 x 10° células para cada 100 ml de liquido lipoaspirado
enquanto que a média fica entre 2% das células nucleadas totais. As CTM
de tecido adiposo apresentam fenotipo similar aos das CTM de medula
0ssea, sendo que o CD105, CD117 e CD133 sédo marcadores utilizados para
identificar o potencial de diferenciacéo (Aust, 2004; Fraser, 2006).
Expressam também os marcadores CD29, CD44 e CD40e igualmente
as células de medula 6ssea. Um marcador que se encontra mais
acentuadamente expresso nestas ceélulas, quando também comparado as
CTM de MO, é a proteina de adesdo ICAM-1. Esta proteina pertence a
superfamilia dos genes da imunoglobulina que sédo expressos em resposta
aos mediadores inflamatorios e citocinas. As células-tronco mesenquimais
de tecido adiposo sao capazes de originar diferentes linhagens
mesenquimais e também ndo mesenquimais (Safford, 2002; Rangappa,

2003; Planat-Bernard, 2004; Strem, 2005).

2.3.4. Liquido Amnidtico

O liquido amniotico provém do organismo materno e fetal em
proporcdes variaveis de acordo com a idade gestacional. Entre as suas
principais funcdes destacam-se o crescimento externo simétrico do embrido,
barreira contra infec¢des, isolamento e ndo aderéncia entre embridao e

amnio, protecdo contra traumatismos, controle da temperatura corporal e
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veiculo para que o feto se mova livremente, contribuindo assim para o
desenvolvimento muscular (Sadler, 2005). Os principais componentes
presentes neste liquido apresentam-se em suspensao e em dissolucdo na
agua que € seu principal constituinte. Entre os elementos em suspenséo
encontram-se células esfoliadas do amnio, principalmente do feto, assim
como lanugem e goticulas de gordura. Como elementos de dissolu¢do séao
encontrados substancias organicas e inorganicas. Os eletrolitos representam
as substancias inorganicas, sendo alguns relacionados com a idade
gestacional. Entre os compostos organicos estdo proteinas, ente elas a alfa-
fetoproteina; aminoacidos, lipidios, carboidratos, enzimas, bilirrubina,
horménios e prostaglandinas (Bishop, 1996; Belfort and Orland, 1998;
Rezende, 1998).

O liquido amnidtico apresenta células escamadas que delimitam a
cavidade amniotica e também células provenientes do feto. A base
morfolégica da citologia amniotica esta estritamente relacionada ao feto,
decorrendo da necessidade de ser conhecido o desenvolvimento intra-
uterino da pele, das mucosas respiratorias e digestivas, das coberturas
geniturinarias e dos demais elementos que tenham contato com este liquido.
Torna-se necessaria ainda a investigacao da fisiologia de cada epitélio, seus
ritmos de crescimento e maturacao (Reece, 1996; Rezende, 1998).

Encontram-se na boca, no eséfago e no anus do feto células do epitélio
escamoso estratificado e sem cornificacdo. O restante do tubo digestivo, do
estbmago ao reto e nas glandulas anexas, apresenta composicao de

epitélios glandular, cubico ou cilindrico, secretores ou nao. Na arvore
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respiratOria encontra-se somente o epitélio respiratério (epitélios cilindrico,
pseudo-estratificado e ciliado). Nas vias urinarias ha, fundamentalmente,
epitélio transicional. Na genitalia masculina, encontram-se epitélio glandular
(prostata), canais deferentes e ejaculadores, epididimo e tubulos
testiculares, enquanto na genitalia feminina € possivel encontrar os epitélios
vaginal, uterino e das trompas. Com isso, a citologia e a citopatologia
amnidtica podem diagnosticar: maturidade fetal, gestacdo de alto risco,
morte fetal, infeccdes ovulares e sexo fetal (Rezende, 1998; Cunninghan,
1998).

Benavides et al., em estudo para determinar o valor citolégico do
liguido amniotico no diagnostico pré-natal do sexo, demonstrou uma
significativa diferenca na citologia de fetos masculinos e femininos, ja que
nestes ultimos foi encontrado um maior numero de células, com predominio
de células intermediarias basofilas e células naviculares, em comparacéo
com a menor quantidade de células e predominio de células escamosas
intermediarias e superficiais acidéfilas com auséncia de células naviculares
nos fetos masculinos (Benavides, 1983).

Sabe-se que o liquido amniotico, longe de ser um meio inerte,
estagnado e excremencial, esta em constante intercambio com a mée e o
feto (Figura 7). A agua desse liquido renova-se com rapidez (300 a 500
mi/h); em outras palavras, a cada 2 ou 3 horas um volume de agua,

equivalente ao liquido amniotico € renovado (Reece, 1996).
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LIQUIDO
AMNIOTICO

Figura 7 - Sistema de 3 compartimentos: materno, fetal e amniético, cada um em
processo dindmico de comunicacdo com os demais.

2.3.5 Producéo do Liquido Amniético
2.3.5.1. Primeira metade da gravidez

O liguido amniético, no inicio da gravidez é isomolar com o plasma fetal
e 0 materno, e provavelmente representa transudato do trofoblasto ou do
feto. Agua e eletrolitos transitam livremente através da pele antes da
queratinizacdo epitelial (entre 20° e 25% semanas) e esse caminho
representa a maior via de formacao do liquido amni6tico na primeira metade
da gravidez. Os rins fetais comecam a secretar urina em torno da 10% — 11°
semana de vida fetal (12°-13* semanas de amenorreia). A partir deste
periodo desempenham papel importante na composi¢ao do liquido amnidtico

(Cha e Zugaib, 1993; Reece, 1996; Sadler, 2005).

2.3.5.2. Segunda metade da gravidez
Durante o restante da gravidez, os rins fetais sdo as maiores fontes de
liquido que entra na bolsa amnidtica. O débito urinario na 20* semana é de

aproximadamente 5 ml/h (120 ml/dia), chegando a 51 ml/h (1.224 ml/dia) no
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termo. Os pulmdes fetais também contribuem significativamente para a
formacdo do liquido amnidtico. No final da gravidez cerca de 300 — 400
ml/dia de liquido deixam os pulmdes fetais através da traquéia. O movimento
do liquido no sentido pulmbes para a cavidade amnibtica pode ser
comprovado pela presenca de fosfolipidios pulmonares (surfactantes) no

liquido amniético (Cha e Zugaib, 1993; Reece, 1996; Sadler, 2005).

2.3.5.3. Reabsorcao

A degluticdo fetal € o mecanismo de reabsor¢cdo mais importante do
liquido amnidtico. A quantidade de liquido deglutido é de 7 ml/dia na 16°
semana, chegando a 500 ml/dia no termo. Caso o feto seja incapaz de
deglutir (como na obstrucdo do aparelho gastrintestinal ou em certas
afec¢cdes neurologicas) usualmente, mas nem sempre, desenvolve-se o0
polidramnio. O volume de liquido deglutido (500 — 1.000 ml/dia) é
significativamente inferior a producao de urina fetal (800 — 1.200 mi/dia) e,
no entanto, em condicbes normais ndo ocorre a polidramnia. A via
transmembranosa (fluido atravessando corioamnio e entrando na circulacdo
materna da parede uterina) € praticamente desprezivel, chegando a 10
ml/dia na gestacdo de termo. Também ocorre reabsorcdo de liquido no local
onde o amnio adere a placa coribnica na superficie fetal da placenta (via
intramembranosa). Agua, soédio, cloreto, ureia e creatinina transitam
rapidamente por essa superficie de trocas.

Em condicbes normais a reabsorcdo de liquido pela via

intramembranosa € de 200 — 500 ml/dia, aproximadamente a diferenca de
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volume de fluxo entre a degluticdo, a producdo de urina e de liquido
pulmonar. Consequentemente, a via intramembranosa desempenha papel
importante na regulacéo do volume e da composicdo do liquido amniético. E
importante considerar o volume do liquido amnidtico, sendo que este se
relaciona com algumas patologias como polidrAmnio e oligodramnio.
Acredita-se existir um aumento semanal médio de 20 ml entre a 10°e 14°
semanas e de 50 ml dai em diante, até aproximadamente a 28°semana. O
liguido amnidtico alcanca seu volume maximo em redor da 38° semana,
decrescendo até o nascimento.

O polidramnio € o acumulo patoldgico de liquido amniético, associado a
uma elevada morbimortalidade materna e perinatal. Considera-se
polidramnio quando o volume amnidtico ultrapassa os 2.000 ml, sendo que
as causas principais que levam a este aumento sdo malformacao fetal,
distarbios genéticos, diabetes melito, sensibilizacdo Rh e infeccdes
congénitas (Nazareth, 1982).

O oligodramnio é definido como uma diminuicdo na quantidade de
liquido amniético (menos de 400 ml), constituindo uma grave complicacéo da
gravidez. As anomalias fetais resultantes desta condicdo sdo na maioria das
vezes malformacdes do sistema urinario. (Cha e Zugaib, 1993; Reece, 1996;
Sadler, 2005).

Duas técnicas sao utilizadas no estudo do liquido amnidtico durante a
gravidez: amniocentese e amnioscopia. Amniocentese consiste na
introducé@o de uma agulha longa através da parede abdominal da mée para a

retirada do liquido amnidtico, sendo que o volume do liquido retirado
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depende da idade do feto e do motivo do exame. A amnioscopia € um
método endoscopico de observacdo da céamara amnidtica, permitindo
observa-la pelo canal cervical e através das membranas do pélo inferior do
embrido.

A amniocentese e a subsequente analise do liqguido amniético sdo
utilizadas para detectar principalmente: doencas congénitas, defeitos de tubo
neural, idade gestacional e maturidade fetal pulmonar, sendo indicada
principalmente a mulheres acima de 35 anos devido a maior probabilidade
de anormalidades cromossdmicas fetais (sindrome de Patau e Edwards),
além de tornar possivel o estudo do DNA (paternidade). A amniocentese é
um procedimento seguro, com risco de perda fetal geralmente menor do que
1%, uma vez que o método pode ser oferecido as mulheres selecionadas
ap6s serem revistos os riscos e os beneficios envolvidos. E importante
ressaltar que muitos defeitos do nascimento ndo podem ser detectados pela
amniocentese (Golbus, 1979).

O diagnostico de anormalidades genéticas no liquido amniotico é
realizado através de cultura de células. A amostra é obtida entre 14 e 20
semanas de gestacdo, uma vez que as células coletadas sdo cultivadas e
lisadas para andlise cromossdbmica, determinando-se seu conteudo
enzimatico para avaliar defeitos de metabolismo (Tabor, 1986; Pinto et al,
1987).

Para o acompanhamento da gravidez € importante a determinacdo da
idade gestacional. Quatro parametros tém sido usados para esta

determinacao: creatinina, que reflete a massa muscular fetal; ureia, que esta
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relacionada com as proteinas; acido Urico, que esta relacionado com os
nucleotideos; e osmolalidade, que esta relacionada com todos os anteriores.
O problema béasico do uso destes parametros é a alta taxa de variacdo na
concentracdo e a falta de especificidade, impossibilitando um diagnostico
preciso. A ultrassonografia tornou-se a melhor ferramenta para estimar a

idade gestacional, o tamanho e o sexo fetais (Belfort, 1993; Rezende, 1998).

2.4. Amniocentese

A amniocentese realizada a partir da décima quarta semana € um dos
meétodos mais difundidos para a obtencdo de material fetal com finalidade de
diagnoéstico pré-natal de alteracdes genéticas, embora, historicamente, ela
tenha surgido na mesma época que se desenvolveram 0s primeiros
trabalhos de coleta dos vilos coridnicos. Isso se deu, provavelmente, a ma
visualizacdo da area para sua obtencdo. Além disso, a seguranca e o0 baixo
indice de complicacbes decorrentes da amniocentese fizeram com que ela
se tornasse rotina na maioria dos servi¢cos hospitalares (Nazareth, 1981).

O risco de sérias complicagbes, incluindo perda fetal, varia nos
diferentes centros de coleta entre 0,2% a 0,5%. Essa variagcdo deve ser
decorrente do método de monitoramento aplicado a puncdo. Todo o
procedimento de puncéo devera ser realizado com toda a assepsia de um
teatro operatorio, incluindo o uso de material esterilizado e o revestimento da
sonda de ultrassom com involucro estéril uma vez que ela acompanhara a
introducéo da agulha até o lago amniético escolhido. Previamente a puncéo,

o feto deve ser minuciosamente avaliado em sua proporcionalidade atraves
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das medidas dos diametros biparietal, occipito-frontal, toracico e abdominal,
bem como o tamanho do fémur. Deve-se, também, analisar seus
movimentos, os membros, a coluna vertebral, o cérebro, coracao, rins,
estbmago e, eventualmente, bexiga, nUmero de vasos e implantacdo do
corddo, além da hidramnia (Pinto et al, 1987; Golbus, 1979).

Esse exame tem a intencdo de detectar qualquer anormalidade fetal
prévia a amniocentese. Paralelamente, esse exame prévio podera
determinar o local ou os locais de maior facilidade para puncédo por
possuirem o maior lago amniotico, serem mais distantes do polo cefalico e,
preferencialmente, longe dos nucleos placentarios. Se para realizar a
puncdo houver necessidade de transpassar a placenta, isto ndo implica em
riscos maiores. O monitoramento € muito importante de modo a dar a
certeza da trajetoria a ser percorrida pela agulha, o que implica em menor
probabilidade de obter liquido com sangue ao evitar que a agulha atravesse
a cavidade amnidtica e puncione vasos ou a placenta, localizados
posteriormente. O monitoramento evita, também, que a agulha seja
introduzida mais de uma vez, o que diminui a possibilidade de lesdes fetais
(Cha e Zugaib, 1993; Reece, 1996; Sadler, 2005).

Podera ocorrer, mesmo com as precaucbes, a perda de liquido
amniotico, aborto ou, ainda, amnionite. Por esse motivo, a agulha s6 deve vir
a mao do puncionador quando ja se conhecer exatamente o ponto em que
ela serd introduzida. ApOs a aspiracdo de uma a trés seringas de liquido
amnioético, o mandril ndo deve ser reintroduzido para retirada da agulha, uma

vez que o mesmo ficou exposto ao ar por alguns minutos. Se houver
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necessidade de se utilizar a agulha por uma segunda vez, esta deve ser
trocada. A amnionite também pode ser decorrente das bactérias oriundas do
organismo materno, bem como as localizadas entre a pele e a bolsa
amniotica.

Outras complicacdes menores sédo as lesfes fetais que aparecem ao
nascimento na regido tocada pela agulha. Se n&o monitorizadas pelo
ultrassom, poderdo ocorrer lesdes graves, dependendo da regido atingida
pela agulha, tendo ja sido descrita gangrena de membro e lesdo de
articulacéao de joelho (Cha e Zugaib, 1993; Reece, 1996; Sadler, 2005).

A puncdo com sangue €, em grande parte das vezes, decorrente das
dificuldades de se atingir o lago amnidtico desejado. Ela € mais frequente
quando se introduz por duas vezes a agulha. Quando for um vaso da parede
anterior do Utero, geralmente € somente a primeira seringa que se
contamina com o mesmo. Quando é da parede posterior, resultante da
perfuracdo de vasos dessa regido, pode-se notar pelo ultrassom o borbulhar
para a cavidade amniotica. O perfeito monitoramento da posi¢do da ponta da
agulha pode diminuir muito esse acontecimento.

N&o € raro, apos a introducdo da agulha, notar sua ponta no lago
amnioético e, contudo, ndo obter liquido. Isto pode ser a agulha que esta
empurrando a membrana amnidtica sem, no entanto, perfurd-la. Uma
simples retracdo da agulha e nova introducdo mais abrupta ou com um
movimento de rotacdo da mesma obter-se-4 o liquido desejado sem
necessidade de nova locacdo. A seringa deixada repousada por alguns

minutos esclarecera se o sangue foi um resultado da puncéo ou se ja se
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encontrava no liquido amniotico. Quando ele for devido a puncéo, o sangue
se sedimentara rapidamente e o sobrenadante sera amarelo limpido. Se o
sangramento for antigo, o sobrenadante continuara vermelho.

Como a probabilidade de crescimento celular diminui nos liquidos com
sangue, pode haver necessidade de nova puncao. Na repeticdo o liquido
ainda estard com sangue, mas, seguramente, com menos hemacias para
atrapalhar o crescimento celular. Cerca de 95% das vezes 0 sangue
contaminante é de origem materna e, se devido a puncdo, ndo trara
consequéncias ao prognostico da gestacdo. Os liqguidos com presenca de
sangue em gue nao houve puncédo anterior sdo de pior diagnostico e podem
ser consequéncia de aberracbes cromossbmicas ou da ingestdo de
medicamentos adversos como a prostaglandina ou mesmo citostaticos, para
tratamento de cancer.

O liguido meconial é associado a sangramentos vaginal anterior a
puncdo ou a puncdo anterior de vilosidades coribnicas. Sua cor €,
geralmente, marrom claro ou, mais raramente, marrom esverdeado. Seu
reconhecimento € muito facil a nivel laboratorial por apresentar um grande
sedimento. Quando tal liquido é posto em cultura, as microparticulas do
meconio aderem fortemente ao fundo do tubo e ndo permitem a adeséo de
células vivas, que normalmente ja sao poucas (Franchi-Pinto, 1994).

Do ponto de vista laboratorial, os erros diagnosticos a partir do liquido
amnidtico sdo bem mais raros quando comparados ao exame das

vilosidades coridnicas. As raras falhas descritas se referem a contaminacao
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com células maternas (Milunski, 1979; Cha e Zugaib, 1993; Reece, 1996;

Sadler, 2005).

3. CELULAS-TRONCO DO LIiQUIDO AMNIOTICO

A descoberta de células progenitoras no fluido amnidtico foi
inicialmente relatada em 1993, quando células pequenas, nucleadas e
arredondadas, identificadas como células progenitoras hematopoeticas,
foram encontradas antes da 122 semana de gestacao; estas células eram,
possivelmente, provenientes da vesicula vitelina (Torriceli, 1993). Em 1996,
sugere-se a presenca de células de linhagem ndo hematopoética, com
potencial multilinhagem, no liquido amnidtico, e demonstra-se a conversao
miogénica destas células (Streubel, 1996). Também se confirma a origem
fetal das células mesenquimais, coletadas do liquido amniético e cultivadas
in vitro, por meio da tipagem molecular dos antigenos leucocitarios humanos
(HLA) (Erlich, 1991).

Uma classificacdo das células do liquido amnidtico une critérios
morfologicos, bioquimicos e relacionados ao crescimento celular. As células
do liguido amniotico sdo provenientes, em sua maior parte, do epitélio e dos
tratos digestivo e urinario do feto e podem ser classificadas em: tipo E
(epitelidides), derivadas da pele e urina fetais; tipo AF (amniotic fluid),
especificas do liquido amnidtico, que produzem estrogeno, progesterona e
gonadotrofina coridbnica humana, sendo derivadas do amnion e do
trofoblasto; tipo F (fibroblasticas), derivadas do tecido conjuntivo fetal. As

células tipo AF e E aparecem no inicio da cultura celular enquanto as células
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tipo F aparecem posteriormente; porém, somente as células do tipo AF e F
persistem com o tempo, enquanto as do tipo E desaparecem (Milunsky,

1979; Laundon, 1981; Prusa, 2002).

Figura 8 - Células-tronco do liquido amniético em cultura.

Contudo ainda faltam estudos mais detalhados acerca das
caracteristicas biolégicas das células-tronco mesenquimais isoladas do
liguido amniético (Figura 8), como expansao e diferenciacdo, e processos de
criopreservacdo para que as mesmas possam armazenadas

adequadamente e usadas posteriormente.

4. CRIOPRESERVACAO

A necessidade dos pesquisadores e de seus laboratérios em obterem
resultados reprodutivos e de dar continuidade aos seus estudos requerem
uma grande e imediata quantidade de células viaveis que estejam estaveis
geneticamente. Porém o cultivo serial de células em laboratério, além de

representar despesas econbmicas e de tempo, aumenta o risco de
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contaminacbes e de mutacdes genéticas nas mesmas. Entdo se faz
necessario 0 uso de técnicas que permitam estabilizar estas células em
temperaturas ditas criogénicas.

A estabilizacdo e a manutencdo de material bioldgico a baixas
temperaturas, geralmente em nitrogénio liquido ou sua fase de vapor (-
196C), é denominada de criopreservacdo enquanto que o estudo do
comportamento da vida nestas condi¢des € alvo de interesse de um ramo da
biologia chamado de criobiologia. Os avancos obtidos nesta area permitem o
congelamento de uma variedade de tipos celulares, desde micro-
organismos, células isoladas de tecidos, organismos multicelulares simples e
outros mais complexos, como os embrides (Graham, 1996).

Recentemente o0os avancos no campo da terapia celular, com a
descoberta das células tronco e suas propriedades, provocaram uma
reviravolta no meio cientifico. Todas as suas caracteristicas particulares e
seu alto potencial terapéutico trouxeram também a necessidade de novas
pesquisas relacionadas a criopreservacao. A necessidade da manutencéo
das caracteristicas das células-tronco, chamada em inglés de “stemness”,
somada a alta viabilidade requerem a utilizacdo de novos compostos
criopreservantes e novas técnicas de congelamento. A criacado de bancos de
células-tronco ao redor do mundo, principalmente as que séo coletadas de
material fetal, como as de corddo umbilical, placenta e liquido amnidtico
também corroboram este anseio, visto que precisam ser armazenadas por
longos periodos até que sejam utilizadas em transplantes de contexto

autologo.
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O processo de congelamento envolve fenémenos fisico-quimicos
complexos que, mesmo apd6s anos de estudos, permanecem
incompreendidos. Diversos estudos criobiolégicos tentam descobrir o que
ocorre exatamente no resfriamento de células viaveis e como os danos
causados podem ser revertidos. Como a agua € o principal componente dos
organismos e precisa estar disponivel para que haja vida, todo o
metabolismo celular para quando a 4gua que forma seu sistema se converte
em gelo. As células normalmente resistem a reducdo da temperatura,
entretanto ndo suportam a formacdo de cristais de gelo que determina a
retirada de &agua do sistema, levando ao desequilibrio osmoético com
consequente desidratacéo celular (Wolfe, 2001).

O gelo vai se formando em diferentes momentos no processo de
resfriamento. Durante um processo lento de congelamento, o gelo se forma
primeiramente no espaco extracelular e depois no interior da célula. Com
isso, a agua tende a deixar o compartimento celular para a por¢cao externa
provocando um grande desequilibrio osmoético (desidratacdo celular). O
aumento na concentracdo de soluto dentro, bem como fora da célula
também tem um papel chave na sobrevivéncia celular ja que pode gerar lise.
Um congelamento rapido, por sua vez, minimiza os efeitos da concentragcao
do soluto, ja que ocorre formacdo de gelo homogeneamente, embora haja
uma maior concentracdo de cristais de gelo intracelulares. Na maioria dos
casos, as células submetidas a formacao de cristais de gelo intracelular se
tornam osmoticamente inativas ou lisadas devido a perda da integridade da

membrana (lesdo mecénica) (Wolfe, 2001; Baudot, 2002).
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A permeabilidade da membrana celular também esta intimamente
ligada a taxa de perda de agua durante o congelamento. Células mais
permedveis sdo mais tolerantes a congelamentos rapidos do que células
menos permeaveis.

Sob a temperatura de 5°C, a agua intra e extracelular permanece super
refrigerada e nao cristaliza. No entanto, entre as temperaturas de -5 e —-10
°C comecam a se formar cristais de gelo no meio extracelular que
permanece super-refrigerado, ocorrendo troca de agua para manter o
equilibrio entre o meio extracelular e o intracelular, ocasionando a

desidratacdo celular (Figura 9 - Farrant, 1980; Wolfe, 2001).

BAIXA VELOCIDADE

DESIDRATACAO

ALTA VELOCIDADE ( /:
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%%

Q; Z LESAO
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Figura 9 — Dois principais tipos de lesbes provocadas pelo congelamento celular

Neste momento, a curva de resfriamento deve ser lenta para evitar o
congelamento da agua intracelular e rapida o suficiente para evitar o contato

da célula desidratada com o meio hiperosmotico. A desidratacdo severa
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promove desnaturacdo das macromoléculas e encolhimento excessivo da
célula determinando colapso da membrana. A perda de agua e a
desidratacdo celular sdo eventos desejaveis, pois reduzem a probabilidade
de formar grandes canais de gelo dentro da célula, o que ocasionaria danos
as estruturas internas e/ou a membrana plasmatica. Geralmente, uma taxa
de resfriamento de 1°C por minuto € a mais indicada (Mazur, 1972; Dalimata,
1997).

Para anular ou minimizar estes efeitos danosos causados as ceélulas
durante o congelamento faz-se necessario a utilizacdo de uma substancia,
que reverta a formacao de cristais de gelo e o problema osmaético, chamada
de agente criopreservante.

Os criopreservantes devem ser adicionados ao meio para que haja
protecdo as células durante o congelamento/descongelamento. Estas
substancias sdo importantes para evitar a formacdo de gelo intracelular,
reduzir o estresse osmotico através da reposicdo de agua necessaria para
manutencao do volume celular, interagir com ions e macromoléculas, reduzir
o0 ponto de congelamento da agua, assim como servir como tampao
ajustando as alteragcdes do pH. O mecanismo de acdo dos crioprotetores
nao se encontra totalmente elucidado. Acredita-se que estes reduzam o
ponto de congelamento da solu¢cdo, o qual € determinado como a
temperatura onde ocorre a formacao dos primeiros cristais de gelo.

A estrutura molecular € um parametro importante para determinar a
eficiéncia dos crioprotetores, uma vez que possuem afinidade pela agua

devido a presenca de grupamentos amina e hidroxila em sua composicao,
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0s quais favorecem a formacdo de pontes de hidrogénio com as moléculas
de agua (Baudot, 2002). Estas ligacdes alteram a orientacdo das moléculas
de 4gua dos cristais de gelo, criando ambiente menos prejudicial as células.
A sua acao interfere nas mudancas fisico-quimicas que sofrem as células
durante o processo de criopreservacdo. Embora a concentracdo de
crioprotetor seja elevada no meio, sua difusdo € 30 a 60 vezes menor do que
a da agua. Por conseguinte, estas moléculas atravessam a membrana até
atingir o equilibrio numa velocidade menor do que a agua, que ocasiona o
enrugamento da célula devido a rapida saida de agua para diluir a elevada
concentracdo externa, e somente depois de um periodo é que o crioprotetor
penetra e equilibra as concentracdes intra e extracelulares. Nessas
condicbes, a agua retorna ao interior da célula até atingir o equilibrio, que

resulta na retomada do seu tamanho normal (Graham, 1996; Holt, 2000).

4.1.Criopreservantes Intracelulares

Os crioprotetores intracelulares ou permeantes atuam através de suas
propriedades coligativas, reduzindo o ponto crioscopio intracelular. Desta
forma, maior quantidade de agua vai permanecer no estado liquido, quando
submetida a baixas temperaturas, diminuindo a concentracdo intracelular de
solutos e proporcionando, assim, um ambiente menos deletério a célula
(Watson, 2000). Varios crioprotetores intracelulares ja foram utilizados para
criopreservacdo celular como glicerol, dimetilsulfoxido, etilenoglicol e

propilenoglicol, etanol, assim como as combinac¢des deles (Ball, 2001).
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4.1.1.Dimetilsulfoxido (DMSO)

E um liquido organico altamente polar usado em larga escala como
solvente que apresenta uma vasta gama de acdes farmacoldgicas, entre
elas: analgésica e anti-inflamatoéria. Foi utilizado pela primeira vez como
criopreservante por Lovelock e Bishop em 1959, apresentando como
vantagem uma rapida penetracao no interior das células. Para que um soluto
atue desta maneira, € necessario que seja solivel a membrana, assim como
em agua. Este crioprotetor apresenta como inconveniente a capacidade de
causar alteracdes na membrana, as quais danifica e inviabilizam as células,
tornando os crioprotetores penetrantes geralmente toxicos para as células
(Wolfe, 2001).

O DMSO é o criopreservante mais amplamente utilizado e bem aceito
nos diversos centros de transplante de células. Relativamente ndo apresenta
toxicidade aos pacientes infundidos quando em baixas concentracées,
porém infusbes de volumes com altas quantidades estdo ligadas ao
aparecimento de efeitos adversos indesejaveis (em cerca de 20% dos
pacientes). Hipotensédo severa pode ocorrer ap0s a infusdo intravenosa de
DMSO presumivelmente por sua acéo vasodilatadora mediada por histamina
(David, 1972). Descamacao cutanea, dispneia, desconforto abdominal,
nauseas e diarreia também séo atribuidos ao efeito da histamina liberada
apos contato com o DMSO (Roeley, 1992). Outros efeitos colaterais
associados a este criopreservante sdo: dores de cabeca, febre, hemdlise,
encefalopatia e sintomas cardiovasculares (Davis, 1990; Rapoport, 1991;

Stroncek, 1991).
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Alguns trabalhos postulam que o DMSO pode ter efeitos toxicos tanto
para as células-tronco hematopoéticas quanto para as ceélulas-tronco
mesenquimais (Zaheer, 1994). Por outro lado, certos grupos de pesquisa
reportam a diferenciacdo de CTM em células neuronais apds contato com
meio indutor contendo DMSO a 2% (60). As células diferenciadas marcaram
positivamente para enolase neuronal especifica (NSE) e neurofilamento-M
(NF-M), além de apresentarem morfologia tipica de células nervosas
(Woodbury, 2000). Estes achados levantam duvidas quanto a utilizacdo do
DMSO na criopreservacgao, visto que além da toxicidade as células e aos
pacientes, pode levar a diferenciacdo indesejada das CTM durante as

etapas de congelamento e descongelamento.

4.1.2. Glicerol

A primeira criopreservacdao pratica com utilizacdo de glicerol foi
realizada por Polgue e colegas (Polgue, 1949) em células espermaticas e,
em seguida, por Smyth em hemacias. Logo depois o glicerol mostrou-se
efetivo também no congelamento de plaguetas (Arnaud, 1989). Apesar de
seu mecanismo de acdo nao se encontrar perfeitamente esclarecido, sabe-
se que este crioprotetor penetra na membrana celular através de difusao
passiva, permanecendo na membrana e no citoplasma, uma vez que,
semelhante aos agentes ndo penetrantes, proporciona desidratacéo celular
através do seu efeito osmdtico, criando um meio hiperténico que induz a
saida de agua das células espermaticas. Além do seu efeito osmoético, o

glicerol parece atuar diretamente na membrana plasmatica, havendo
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evidéncias de que se liga aos fosfolipideos, reduzindo a fluidez da
membrana, como interagindo com ligacdes proteicas e glicoproteicas da
membrana.

O efeito toxico do glicerol tem sido relatado por muitos autores, como
desnaturacao das proteinas, alteracdo nas interaces de actina, nos eventos
citoplasmaticos devido ao aumento da viscosidade pelo glicerol intracelular,
na polimerizacdo da tubulina, na associacdo de microtubulos atuando
diretamente na membrana plasmatica, além de alteracdes no glicocélix e nas
proteinas da superficie celular (Alvarenga, 2000). Ndo ha estudos que
demonstrem a toxicidade ou poder de diferenciacdo do glicerol na

criopreservacéao de células-tronco.

4.2. Criopreservantes Extracelulares

Algumas substancias, como lipideos, proteinas e macromoléculas, sao
eficientes na protecdo das células durante o processo de congelamento,
sem que para isso necessitem penetrar no seu interior. Estas substancias
podem ser encontradas na gema de ovo, no leite, em alguns acucares e na
albumina sérica bovina. As lipoproteinas de baixa densidade (LDL), por
exemplo, aderem a membrana celular durante o processo de
criopreservacao, restaurando a perda de fosfolipideos e, aparentemente,
induzindo alteracdo transitoria de sua composicdo, 0 que previne a sua
ruptura (Moussa, 2002).

Os acucares atuam através da pressdo osmotica na desidratacao

celular, reduzindo a agua passivel de ser congelada no interior da célula, de
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modo a reduzir a injuria causada pela cristalizacédo de gelo. Aléem de atuarem
como crioprotetores, 0s acgUcares poderiam atuar também como um
substrato energético para a célula durante o periodo de incubacéao,
conferindo protecao a membrana plasmatica durante 0
congelamento/descongelamento através de interacdes diretas com a
membrana, as quais envolvem ligacdes de hidrogénio dos grupos hidroxil
dos acucares com os grupos fosfatos localizados na cabeca dos
fosfolipideos (Aisen, 2002).

Geralmente os dissacarideos s&o mais efetivos em estabilizar a
bicamada da membrana do que o0s monossacarideos, mantendo sua
capacidade do transporte de calcio, inibicho da fusdo de membranas e
deixando os lipideos numa fase fluida na auséncia de agua (Anchordoguy,
1987). Outros compostos com propriedades crioprotetoras nao-penetrantes:

polivinilpirrolidona e acido hidroxietilico.

4.2.1. Sacarose

Trata-se de um dissacarideo néao reduzido formado pela juncédo de uma
molécula de glicose e outra de frutose atraveés de ligacdes glicosidicas. Sua
biossintese nos vegetais provém dos precursores glucose-1-fosfatase e
frutose-6-fosfato. A sintese em laboratério foi realizada primeiramente, em
1953, por Lemieux (Lemiaux, 1953).

Tem sido usado amplamente como agente criopreservante,
estabilizante ou excipiente nos processos de desidratacdo e congelamento.

Plantas, leveduras e pequenos animais acumulam grandes quantidades
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deste acucar para proteger a integridade de suas membranas em periodos
de frio intenso (Chen, 2001).

O mecanismo exato de atuacdo da sacarose como agente protetor
durante os processos de congelamento ndo esta totalmente compreendido.
Timasheff e colaboradores evidenciaram que os dissacarideos sdo capazes
de estabilizar proteinas durante o resfriamento, ja que estes acglcares s&o
excluidos das superficies das membranas em solucdes aquosas (Arakawa,
1982).

Outro ponto favoravel a utilizacdo da sacarose e sua baixa ou nenhuma
toxicidade celular em concentracbes normais. Porém ainda ha poucos
estudos relatando como responderiam as ceélulas-tronco mesenquimais
criopreservadas com este aclUcar no que diz respeito a capacidade de

promover diferenciagao e viabilidade das mesmas.

4.2.2. Trealose

A trealose é um dissacarideo ndo redutor formado por duas unidades
de glicose. Foi descoberta em 1832 por Wiggers que estudava fungos
presentes no centeio e isolada em 1859 a partir de secrecdes chamadas de
trehala manna, o que |he valeu o nome, produzidas por insetos gorgulhdes.
E encontrada naturalmente em plantas, animais e microrganismos estando
ligada a capacidade destes em resistirem aos estados de seca ou frio
extremo, habilidade esta conhecida por anidrobiose (Crowe, 1992). Suas
propriedades estabilizantes conferem-na um grande numero de aplicacdes

biomédicas, cosméticas e farmacéuticas (Colaco, 1992).
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Dentre 0s mecanismos propostos para seu efeito crioprotetor esta a
protecdo as membranas e proteinas feita através da hidrogenacdo dos
grupos fosfolipidicos. Esta interacdo aumenta 0s espacos entre as estruturas
e diminui a temperatura de transicao dos fosfolipideos (Rudlph, 1985).

A trealose também foi usada para criopreservar hemacias ja que sua
utilizacao diminui a taxa de lise celular e as concentracbes de hemoglobina
livre no meio (Chen, 2001). O estudo de Rodrigues e colaboradores
demonstrou que a adicdo dos dissacarideos, frutose e sacarose, a uma
pequena concentracdo de DMSO pode ser utilizada com uma boa taxa de
recuperacdo de células tronco hematopoeticas e diminuicdo dos efeitos
colaterais da reinfusdo em pacientes. Ainda faltam estudos consistentes
mostrando o efeito da criopreservacdo com trealose em células-tronco

mesenquimais.

4.3. Métodos de Congelamento
4.3.1.Congelamento Padrao (Classico)

Este método consiste no congelamento lento até uma temperatura
previamente definida (chamada temperatura de pré-congelamento, por volta
de 2 a 8 T em geladeira e em seguida —40 € em fre ezer) seguida de
imers&o direta em nitrogénio liquido. A medida que a temperatura decresce
e aproxima-se de 0 C, a célula e seu meio externo inicialmente atingem um
estado de super-resfriamento (“supercooling”) e posteriormente ocorre a
formacdo de gelo no meio extracelular. Os componentes da célula super-

resfriada permanecem descongelados possivelmente porque a membrana
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plasmatica age como uma barreira, prevenindo que os cristais de gelo
presentes nos espacos intercelulares penetrem na célula e desencadeiem o
congelamento do citoplasma. Os eventos fisicos subsequentes irdo
depender da velocidade de congelamento. Caso o congelamento seja lento,
a célula supercongelada perde agua porque a pressao de vapor da agua na
célula supera aquela do exterior celular congelado, e com a progressiva
reducdo da temperatura a agua se difunde do interior das células para a
solucéo extracelular e é convertida em gelo na superficie das células. Este
fenbmeno é denominado de desidratacdo induzida por congelamento
(“freeze-induced desiccation”) (Medeiros, 2002).

Por outro lado, se a célula for congelada muito rapidamente a
desidratacdo por congelamento ndo ocorre, as células se tornam cada vez
mais super-resfriadas e eventualmente a solucéo intracelular, que contem
alto teor de agua livre, congela-se, formando cristais de gelo que causam
injuria mecanica as células (Steponkus, 1984). Em condicdes experimentais
apropriadas, quando as células atingem a temperatura de pré-congelamento,
a maior parte da agua congelavel ja escapou para se tornar gelo no meio
externo e a exposicao a temperatura do nitrogénio liquido tem muito pouco
efeito adverso (Sakai, 1987). O método de congelamento lento é um
procedimento complexo no qual a velocidade de congelamento e a
temperatura de pré-congelamento tém um papel chave na preservacdo da

viabilidade das células (Holt, 2000).
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4.3.2. Congelamento Gradual (Automatizado)

Neste tipo de congelamento as amostras ao serem criopreservadas
sdo resfriadas a uma temperatura constante através de uma taxa preé-
determinada em um sistema automatizado programavel antes que sejam
armazenadas no nitrogénio liquido. Geralmente a taxa utilizada para
congelamento consiste em ciclos de resfriamento de -1 a -3 °C por minuto

até que as amostra atinjam -100<C.

5. Descongelamento

O descongelamento, ao contrario do que se imagina, também € uma
etapa critica para o0 bom desempenho de uma pratica de criopreservacao.
Durante esta fase pode haver formacdo de cristais de gelo e,
consequentemente, as ceélulas podem ser danificadas pelos mesmos
mecanismos ja discutidos anteriormente. Estes cristais de gelo prejudiciais
podem se formar por duas maneiras distintas. Primeiro caso, pelo
congelamento da agua liberada pela devitrificacdo, ou seja, a agua que
estava presente nas ceélulas e ndo se congelou durante a reducdo da
temperatura, mas sofreu vitrificacdo. Durante a devitrificacdo 0 aumento da
temperatura leva a liberacdo dessa agua na forma liquida que pode se
congelar antes que a temperatura ambiente seja atingida. No segundo caso,
cristais de gelo diminutos que possam ter se formado durante o
congelamento podem expandir, devido ao aumento da temperatura,
formando cristais maiores, 0s quais entdo causam rompimento e morte das

células.



58

Na maioria dos casos descongelamento rapido por imersdo em agua
ou meio de cultura liquido a 35-40 T tem garantido os melhores resultados.
Nesta faixa de temperatura o descongelamento € rapido o bastante para
evitar a fusdo de micro-cristais formados no congelamento ou a formacéo de

novos cristais pela agua liberada pela devitrificacdo (Dhodapkar, 1994;

Wolfe, 2001).
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OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi isolar, caracterizar as células-tronco
mesenquimais (CTM) do liquido amniético humano proveniente do segundo
trimestre de gestacéo padronizando, assim, protocolos de isolamento, cultivo
e expansao para as mesmas e, também, avaliar métodos de congelamento
com diferentes crioprotetores para a sua criopreservacao.

Mais detalhadamente, os objetivos podem ser descritos como:

1. Comprovar a presenca de células-tronco no liquido amniético humano

coletado por amniocentese no segundo trimestre de gestacao;

2. Determinar a melhor forma de isolamento, cultivo e expansao destas

células em cultura;

3. Caracterizar a populacdo celular isolada através da expressao de

genes ligados a indiferenciacéo e analise de marcadores de membrana;

4. Avaliar a plasticidade celular por meio de diferenciacées em linhagens

osteogénica, adipogénica, condrogénica e neurogénica;

5. Testar dois meétodos de criopreservacdo bem como diferentes
criopreservantes para manutencéo da viabilidade e principais caracteristicas

das CTLA ap0s estocagem em nitrogénio liquido.
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MATERIAIS E METODOS

1. OBTENCAO DA AMOSTRA (AMNIOCENTESE)

As amostras de liquido amniético (LA) foram obtidas por meio da
técnica de amniocentese em pacientes submetidas aos exames de
cariotipagem e vitalidade fetal realizados no segundo trimestre de gestacéo
(12°a 18° semanas) no ambulatério do Servico de Ob stetricia do Hospital
das Clinicas da FMUSP. O cariotipo normal do feto foi observado como
condicdo primaria para inclusdo no projeto. Todas as pacientes envolvidas
nesta pesquisa autorizaram o uso das amostras através do protocolo de
consentimento livre e esclarecido em conformidade com as normas da
Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HC-FMUSP sob
n°0410/09 (registro — 4.075).

Para a realizacdo da amniocentese as pacientes permaneceram em
posicdo de decubito dorsal horizontal durante todo o procedimento.
Primeiramente foi realizada a ultrassonografia para confirmar a idade
gestacional, localizacdo da placenta, volume de liqguido amniético, morfologia
e vitalidade fetal. ApOos estes exames iniciais foi feita a antissepsia do
abdémen materno com iodopovidona tépica para evitar possiveis
contaminagdes.

Segundo Crespigny e colaboradores (1990), a utilizacdo de anestesia
local ndo € necessaria, visto que 96% das pacientes submetidas a

amniocentese nao reportaram dor durante e ap0s o procedimento. A puncéo
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foi realizada com utilizagdo de uma agulha calibre 20 ou 22 gauge e seringa
descartavel de 20 ml sem que houvesse transfixacdo da placenta.

A agulha foi inserida através da parede abdominal e da parede uterina,
atingindo a cavidade amnidtica, sempre com 0 seu trajeto monitorado por
ultrassonografia, na procura de um grande bolsdo de liquido, distante do
feto, de modo a preserva-lo (Figura 10). Apos localiza-lo a guia da agulha foi
retirada, conectada a seringa e iniciou-se a aspiracdo da amostra. A primeira
amostra foi desprezada a fim de evitar a contaminacdo com sangue
materno. A segunda amostra foi utilizada para este estudo, desde que livre
de tracos de sangue. O volume aspirado foi dividido em duas partes, sendo
uma para a realizacdo de cariotipagem e a outra para o isolamento das

células-tronco.

Figura 10 - llustracdo da coleta de liquido amni6tico pela técnica de amniocentese.
Puncéo realizada em decubito dorsal com auxilio de ultrassonografia.

A retirada da agulha foi realizada concomitantemente a avaliacdo por
ultrassonografia para se certificar de que ndo houve sangramento bem como

analisar a vitalidade fetal apos a coleta. A paciente permaneceu em repouso
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e foi orientada a respeito dos possiveis sintomas pos-procedimento, tais

como: dor, febre, perda de liquido ou sangramento antes que fosse liberada.

2. PRE-CULTIVO
2.1. Processamento das Amostras

Cada amostra de liquido amniético (Figura 11) foi transferida para um
tubo cobnico e centrifugada a 450 x g por 10 minutos. Em seguida o
sobrenadante foi desprezado, o botao celular desfeito e fez-se uma lavagem
da amostra com 10 ml de PBS (do inglés Phosphate Buffer Saline) estéril
(NaCl 0,24 M; KCI 2,7 mM; NaHPO, 7,1 mM e KH,PO, 1,5 mM) para

remocao do liquido amniotico residual.

Figura 11 - Amostra de liquido amnidtico ap0s a pun¢édo (amniocentese).

O sobrenadante foi outra vez descartado e o botdo celular restante foi
ressuspenso novamente, agora, em 1 ml de PBS. Uma aliquota desta
suspensao foi separada para a realizacdo da contagem celular utilizando o

corante de exclusdo Azul de Tripan (Gibco, EUA).
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2.2 Tempo de Armazenamento das Amostras

Determinadas amostras de LA foram gentiimente homogeneizadas e
separadas em tubos conicos, antes de serem processadas, de modo que
cada um contivesse o mesmo volume ao final do fracionamento (10 — 15 ml).
Em seguida, os tubos foram armazenados em geladeira (2 — 8 °C) por varios
dias e ao final de cada semana uma amostra aleatoria foi processada
(centrifugacdo e lavagem), teve sua viabilidade determinada e, por fim, foi
colocada em cultura sendo analisada diariamente por microscopia optica.
Desta forma avaliamos por quanto tempo a amostra de LA poderia ser
mantida sob refrigeracdo em geladeira sem perder sua viabilidade e

capacidade de proliferagcdo em cultivo.

2.3. Contagem Celular e Inoculo Inicial das Amostra s de LA

A camara de Neubauer ou hemocitdmetro (Optik Labor, Alemanha) &
uma lamina de microscopio dividida em quadrantes de area definida, sobre o
qual um determinado volume da suspensdao celular € distribuido. O corante
Azul de Tripan, através de suas propriedades lipofilicas, penetra pela
membrana das células n&o-viaveis (mortas), tingindo-as de azul e
diferenciando-as das células viaveis (refringentes).

Da suspensao celular inicial (1 ml em PBS), 10 ul foram transferidos
para um microtubo contendo 10 pl de Azul de Tripan (diluicdo 1:2). O
microtubo foi homogeneizado e 10 ul da diluicdo foram colocados em cada
lado da camara do hemocitbmetro. As células a serem consideradas e

contadas (“células de interesse”) foram padronizadas como aquelas de



64

morfologia globosa e com tamanho aproximado a de células mononucleadas
do sangue (como linfécitos de aproximadamente 18 um) que possivelmente
seriam as células-tronco mesenquimais. Foram analisados o0s quatro
quadrantes externos, onde se contavam as células refringentes, ou seja, ndo
coradas em azul. A média desses campos foi multiplicada por 2 (fator de
diluicdo com Tripan) e por 10* (fator de correcdo do hemocitémetro),
obtendo-se assim 0 numero de células por ml (Figura 12). Depois de feita a
contagem foi calculada a viabilidade de cada amostra. Entende-se por
viabilidade celular a relacéo percentual do niumero de células viaveis sobre o
total de células (viaveis e ndo viaveis) presentes em uma amostra.

Por meio desta contagem inicial das “células de interesse” contidas nas
amostras fica possivel determinar uma éarea ideal de superficie de cultivo
(cm?) que possa receber certa concentracdo celular chamada de densidade
de indculo inicial. Desta forma buscamos padronizar este plagueamento

primario e assim garantir a reprodutibilidade de nossos experimentos.

1Y
L

n. céls/mL = 4 quadrantes x fator diluicdo x 104
4

Figura 12 - llustracdo da camara de Neubauer ou hemocitbmetro e a formula
utilizada para contagem das células contidas nas amostras de LA
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3. CULTIVO CELULAR
3.1. Determinacao do Meio de Cultura Apropriado

Para estabelecer o meio de cultura mais adequado para o isolamento
das células-tronco do liquido amnidtico foi realizado um experimento onde
analisamos os diferentes tipos de meios de cultura utilizados rotineiramente
em cultura celular. Aproximadamente 5x10” células do LA foram plaqueadas
(triplicata) em placas de 6 pocos (Corning®, EUA) e cultivadas com os
diferentes meios analisados. Os meios de cultura utilizados para este
experimento foram: DMEM high glucose, a-MEM, MEM, IMDM, RPMI e
McCoy (todos da Sigma-Aldrich, EUA) suplementados com 20% de soro
fetal bovino (SFB - Gibco, Brasil), penicilina 100U/ml e estreptomicina 100
png/ml (Sigma Aldrich, EUA).

A analise do meio preferencial para o cultivo de CTLA foi dada através
da observacéo do tempo para obtencdo de confluéncia, analise morfologica
diaria em microscopio invertido (Carl Zeiss Jena, Alemanha) e verificacdo da
expressdo do gene de indiferenciacdo Oct-4 pela técnica de RT-PCR apos a

cultura.

3.2. Isolamento das CTLA

As células-tronco foram isoladas das demais células encontradas no
liguido amnidtico através de suas propriedades de adesdo a superficie do
material de cultivo. Para melhorar a adesédo e o crescimento das células-

tronco foram feitos testes comparativos com amostras de LA plaqueadas em
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culturas com ou sem a presenca de laminulas de vidro estéreis. Os efeitos

destes materiais na adesédo foram analisados por microscopia éptica.

3.3. Curva de Crescimento e Densidade de In6culoda s CTLA

As CTLA foram investigadas quanto a melhor densidade de indculo
para analise de adeséo, proliferacdo e tempo de dobramento celular através
de uma curva de crescimento realizada por 12 dias. Para tanto, as células-
tronco foram plaqueadas em triplicata na densidade de 1x10° 5x103, 25x10°
e 50x10° células por cm? em placas de 48 pocos (Corning, EUA) com meio
de cultura selecionado no experimento anterior com 20% de SFB, penicilina
100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml. A cada dia, as células dos po¢cos com
diferentes densidades foram lavadas com PBS, dissociadas e contadas em
camara de Neubauer com auxilio de microscopio Optico. Ao final deste
periodo os pontos (numero de células) foram extrapolados para um gréafico
linear (dias x numero de células). O célculo do tempo de dobramento (TD) foi
realizado com auxilio da formula: t / 3,3 x log (Y/Y) onde: T: tempo (horas),

Y: n® céls final e Y o. n° céls inicial.

4. EXPANSAO CELULAR

Para a expansdo das CTLA, as mesmas foram semeadas no meio a-
MEM com 20% SFB, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 pg/ml e
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, (Thermo Forma, EUA) por 72
horas, para que ocorresse a separacdo da fracdo celular aderente das

células ndo aderentes e que estas Ultimas fossem removidas no momento
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da troca do meio de cultura. O cultivo celular foi monitorado sob microscopia
invertida e as trocas do meio de cultura foram realizadas a cada 3 dias. Apos
atingirem confluéncia de aproximadamente 80%, as células foram
dissociadas da superficie de cultivo, contadas e replaqueadas para a
realizacdo da expansao celular.

As células-tronco foram cultivadas por diversas passagens até serem
descartadas quando perdiam a capacidade de expansdo e apresentavam
caracteristicas morfolégicas sugestivas de células senescentes ou

diferenciadas.

4.1. Dissociacao Celular

As CTLA, como todas as células que crescem em monocamadas,
secretam matriz extracelular e diferentes proteinas de membrana que
permitem adesdo das mesmas a superficie de crescimento. Para a
dissociacdo dessas células foi necessario um tratamento prévio com uma
enzima proteolitica, como por exemplo, a tripsina, que age degradando as
proteinas de adeséo. Antes da tripsinizacdo, é importante que todo soro fetal
bovino do meio de cultura seja removido através de lavagens com solucéo
tamponada. Uma atencdo especial deve ser dada ao tempo e a
concentracdo da tripsina, que ndo devem ser excedidos, pois resultariam em
lise e perda da viabilidade celular. Outro composto importante para liberacéo
das células € o EDTA (acido etilenodiaminotetracético), um composto
quelante que sequestra fons bivalentes, como o Ca** e Mg?*, diminuindo a

interacao celula-célula e célula-superficie.
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As culturas de CTLA ap6s atingirem 80% de confluéncia tiveram o meio
de cultura descartado e foram lavadas com PBS estéril por 5 minutos para
remocado completa do SFB. Em seguida, testamos diferentes formas de
dissocia-las: utilizando solugcéo ATV (tripsina 0,2% + EDTA 0,02%, Instituto
Adolfo Lutz, Brasil), solu¢do de tripsina 0,25% (Gibco, EUA) ou somente
solucéo de EDTA 0,05%. Em todos os procedimentos fez-se uma incubacao
em estufa a 37C por 5 minutos. Estas garrafas foram agitadas levemente
para o desprendimento total das células e em seguida foi acrescentado meio
de cultura suplementado com SFB para inibir a acdo dos agentes
dissociantes. Logo apoés, as células foram transferidas para tubos conicos de
15 ml (Corning, EUA) e centrifugadas (300 x g por 5 minutos). O
sobrenadante foi desprezado e o botdo celular formado foi ressuspenso com
1 ml de meio de cultura completo. Em seguida foi realizada a contagem de
células vivas utilizando a coloracdo de Azul de Tripan e, a partir dessa
contagem, as CTLA foram novamente replaqueadas para 0 uso nos
experimentos propostos. Cada etapa de dissociacao e replaqueamento das

células é determinada como passagem celular.

4.2. Andlise do Ciclo Celular das CTLA

Para andlise das fases do ciclo celular (Go/G1, S e Go/M) utilizamos
CTLA em terceira passagem cultivadas em garrafas T-75 até que atingissem
aproximadamente 90% de confluéncia sendo, entdo, tripsinizadas e
contadas em camara de Neubauer. Cerca de 1x10° células foram fixadas

com 1 ml de etanol (Merck, Alemanha) e armazenadas em freezer -20 °C por
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no minimo 30 minutos. Apos a fixacdo as células foram tratadas com solugéo
contendo 0,5 mg/ml de iodeto de propidio (Sigma Aldrich, EUA), RNAse
(Qiagen, EUA) e Tween“'100 (Merck, Alemanha) para permeabilizacédo da
membrana e marcagdo do DNA. Fez-se uma incubagao de 15 minutos em
geladeira ao abrigo da luz e aquisicdo em citémetro de fluxo FacScalibur™
(Becton Dickinson, EUA).

Para avaliar a DNAploidia das CTLA, ou seja, a quantidade de DNA
presente no interior das células, utilizamos a seguinte equacdo com base
nos histogramas da citometria: (pico de DNA da fase GO/G1 das CTLA) /
(pico de DNA da fase GO/G1 das células controle). Os resultados foram
analisados conforme os valores de referéncia do DNA Peak Index (do inglés:
indice de pico do DNA) onde um numero igual a 1.00 (1.00 = 0.15)
corresponde a células diploides e <0.85 ou >1.15 a células aneuploides.

O numero de eventos adquiridos no citbmetro foi sempre menor do que
200 células por segundo. Como controle foi utilizado células mononucleares
extraidas de sangue periférico de doadores saudaveis. Os dados obtidos

foram analisados com os programas Cell Quest™ e Mod Fit LT™.

5. CARACTERIZAQAO DAS CTLA
5.1. Analise do Estado de Indiferenciacdo por RT-PC R

Para determinar o estado de indiferenciacdo das CTLA cultivadas in
vitro foi realizada a andlise da expressao génica a partir do RNA total
extraido das culturas celulares utilizando-se a técnica da reacdo em cadeia

da polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR) para verificacdo dos
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genes Oct-4, Sox-2 e Nanog. Como controle do RT-PCR das células
mesenquimais do liquido amnidtico humano foram utilizadas células da
linhagem NTERA-2 c1.D1 (ATCC- CRL-1973, linhagem celular pluripotente
de carcinoma testicular embrionario) e células MRC-5 (fibroblastos humanos
diploides de pulmédo, ATCC-CCL-171) correspondentes aos controles
positivo e negativo, respectivamente. O gene da [-actina foi utilizado como
controle enddgeno da reacdo de RT-PCR. Todos os primers utilizados estao

descritos na Tabela

5.2. Extracdo de RNA total pelo Método do Trizol

Ap6s remocdo do meio de cultivo, foi adicionado 1ml de Trizol"
(Invitrogen, EUA) para cada 1 x 10° céls. A mistura foi homogeneizada,
coletada com o auxilio de uma pipeta e transferida para um microtubo. Logo
apos, foram adicionados as amostras, 200 ul de cloroférmio seguido de
agitacao vigorosa por 15 segundos em vortex. Na sequéncia, esta mistura foi
incubada a temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugada por 10.000 x
g por 15 minutos a 4. Apds a centrifugacéo, a fase aquosa da mistura foi
transferida para um novo tubo estéril previamente tratado com agua DEPC
(dietilpirocarbonato, Sigma-Aldrich, EUA) para inativacdo de nucleases.

Na proxima etapa da extracdo foi realizada a precipitacdo do RNA,
utilizando-se para cada tubo 500 ul de alcool isopropilico gelado. As
amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e, ap6s
esse periodo, centrifugadas por 12.000 x g por 15 minutos a 4C. O

sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se ao RNA precipitado, 1 ml de
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etanol a 75%. As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por
10.000 x g por 15 minutos a 4C. Novamente o sobrenadante foi descartado
e 50ul de agua DEPC foram utilizados para ressuspender o RNA total
extraido. Todas as amostras foram analisadas quanto a sua integridade
através de um gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo (0,1
Mg/ml) visualizado em transiluminador de luz ultravioleta. A quantificacao foi
feita em espectrofotdmetro (Nanodrop®, Corbett, EUA) e o armazenamento

em freezer -80C até o momento do uso.

5.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase — Transcriptase  Reversa (RT-
PCR)

A sintese do cDNA (do inglés, complementary desoxiribonucleic acid) e
a reacdo de RT-PCR foram realizadas por meio do kit lllustra® Ready To Go
(GE Healthcare, CA, EUA) no termociclador PTC-200® (MJ Research Inc.,
Watertown, EUA). Cada tubo do kit realizou 2 reacbes com 25 pl de volume
final contendo 1,5 mM de MgCl,, aproximadamente 2 unidades de Tag DNA
polimerase, 10 mM de Tris HCI, 60 mM de KCI, 200 uM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTP), transcriptase reversa e inibidores
de nucleases. Aproximadamente 100 pg a 1 pg de mRNA (RNA mensageiro)
ou 20 ng a 2 ug de RNA total foram utilizados nas rea¢des. Todos os primers
senso e antissenso foram ressuspensos em agua tratada com DEPC.

A RT-PCR foi feita inicialmente com uma etapa de 50°C por 30 minutos,
para a transcricdo reversa do RNA, seguida por 95°C por 5 minutos para a

desnaturacdo. Em seguida fez-se uma amplificacéo por 35 ciclos consistindo
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de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento de 55°C a 65°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e uma etapa de extenséo final
a 72°C por 8 minutos. Os produtos do RT-PCR foram analisados através de
um gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo (0,1 ug/ml)

visualizado em transiluminador de luz ultravioleta

5.4. Imunofenotipagem

A caracterizacdo da populacdo de CTLA foi determinada pela analise
de proteinas de membrana através do método de citometria de fluxo. A
identificacdo dos antigenos foi realizada através da utilizacdo de diferentes
anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos:
isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate) e
ficoeritina (PE, do inglés phycoeritin). Controles de marcagfes inespecificas
foram utilizados para a adequada calibragcdo do aparelho, analise dos
resultados e definicdo da positividade da amostra. Todos os anticorpos foram
adquiridos da empresa Caltag, Invitrogen, Brasil. Na tabela 1 estdo descritos
0s anticorpos utilizados.

As células obtidas e quantificadas como descrito anteriormente foram
coletadas na concentragéo de 1x10° em 500pl de meio. Em seguida, 100 pl
foram transferidos para um tubo especifico para citometria (Becton
Dickinson, EUA), previamente identificado e incubado com os anticorpos
conjugados aos fluorocromos por um periodo de 15 minutos em campo
escuro a temperatura ambiente. Em seguida, foram acrescentados 2 ml de

PBS e feita centrifugacéo a 300 x g por 5 minutos a 4.
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Fluorocromo

Anticorpo Especificidade . Diluicédo
conjugado
Mondcitos, macréfagos e
CD14 _ PE 1:50
neutrofilos
Células endoteliais e
CD29 PE 1:50
CTM
Precursores
CD34 hematopoiéticos, células FITC 1:50
endoteliais
CD44 Células Te CTM PE 1:20
CD45 Pan-leucocitario FITC 1:50
Timécitos, CTM, células
CD90 o FITC 1:50
endoteliais
Células Endoteliais,
CD105 _ PE 1:50
fibroblastos e CTM
1gG-1 Controle isotipico FITC 1:100
1gG-1 Controle isotipico PE 1:100

Tabela 1 - Anticorpos monoclonais utilizados na caracterizacdo das CTLA por

citometria de fluxo.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular homogeneizado

e ressuspenso em 500ul de solucdo de formaldeido (Sigma-Aldrich, EUA)

diluido a 1% em PBS. Por fim as amostras foram estocadas em geladeira ao
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abrigo da luz até o momento da leitura no citdmetro de fluxo, sendo este
tempo para a analise de no maximo 24 horas.

As células foram adquiridas e a intensidade de fluorescéncia foi
captada pelo citbmetro de fluxo no aparelho FacScalibur™ (Becton
Dickinson, EUA). Os dados foram analisados no CELLQuest™ (Becton
Dickinson, EUA). Para cada amostra foi realizada uma aquisicdo de 30.000
eventos. Os resultados foram fornecidos e analisados na forma de
histogramas e em percentual da populacéo celular com reacao positiva para

cada anticorpo.

5.5. PLASTICIDADE DAS CTLA
5.5.1. Linhagem Osteogénica

Cerca de 5x10° CTLA foram semeadas em placas de 6 pocos para
realizacdo da diferenciacao osteogénica. O protocolo teve inicio no momento
em que as culturas atingiram aproximadamente 70-80% de confluéncia,
nesta ocasido, todo o meio de cultura foi substituido por um meio de inducéo
proprio para a diferenciacdo osteogénica, ou somente com o meio (a-MEM
20% SFB) para o controle de indiferenciacdo. O meio de inducéo foi o a-
MEM 20% SFB e antibioticos suplementado com 100nM dexametasona,
50ug/ml ascorbato-fosfatase e 10 mM [B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich, EUA).
A placa foi mantida em estufa imida a 37C com 5% de CO, por 21 dias,
sendo o meio trocado duas vezes por semana. Para caracterizar a
diferenciacdo osteogénica das CTLA, foi feita, além das coloracdes, a

analise da expressdao de genes chaves envolvidos neste processo pela
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técnica de RT-PCR, como: osteopontina, osteocalcina e Wnt-1. Como
controle endogeno de todas as reacdes foi utilizado o gene da B-actina
(todos os primers utilizados estao descritos na Tabela 02).

Para visualizar a producdo de ions calcio pelas células tratadas e
confirmar o protocolo de diferenciacdo 0ssea foram realizados trés métodos
de coloracdo: Vermelho de Alizarina (Sigma-Aldrich, EUA), Fosfatase

Alcalina e von Kossa.

5.5.2. Coloracao por von Kossa

Para a coloracdo pelo método de von Kossa as células tratadas com
meio indutor de diferenciacdo foram fixadas com paraformaldeido 1% por 15
minutos em temperatura ambiente, apds esse periodo foram incubadas com
solucdo de nitrato de prata 0,1% e mantidas diretamente sob a luz
ultravioleta por 1 hora. Terminado o tempo de incubacao na luz, as culturas
foram lavadas com agua destilada, recobertas com uma solucdo de
tiossulfato de sodio 0,5% durante 5 minutos e depois novamente lavadas
com agua destilada por 3 vezes. Os dep0ésitos de calcio apresentaram uma

coloracdo negra e foram visualizados em microscépio de inversao.

5.5.3. Coloracao por Vermelho de Alizarina

Para a coloracdo por Vermelho de Alizarina, primeiramente as células
diferenciadas foram fixadas com paraformaldeido a 1% por 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida as culturas foram lavadas 3 vezes em

agua corrente e coradas por 15 minutos com a solucdo de trabalho de
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Alizarina. Esta solucao foi preparada com a dissolucéo de 2 g do corante em
100 ml de agua destilada sob vigorosa agitacdo. O pH da solucéo foi
ajustado a 5 com solucdo 1% de hidroxido de aménio. Os depoésitos de
calcio produzidos pelas células foram visualizados pela coloragcéao

avermelhada intensa.

5.5.4. Coloracao por Fosfatase Alcalina

Para visualizar a atividade enzimatica da fosfatase alcalina nas células
diferenciadas foi realizada primeiramente uma lavagem das culturas com
PBS, em seguida foi acrescentada a solucado de coloracdo (Naftol AS-MX,
N,N dimetilformamida (C3H;NO), Fast red e Tris-HCL) e feita incubacéo por
30 minutos em estufa a 37C. Logo apds, os pocos foram lavados
novamente com PBS, fixados com paraformaldeido 1% por 5 minutos e em
seguida lavados com agua destilada. A presenca da enzima fosfatase

alcalina pode ser observada pela coloracdo avermelhada.

5.6. Linhagem Adipogénica

As células-tronco foram plaqueadas na concentracdo de 4x10°
céls/poco e cultivadas até atingirem aproximadamente 70-80% de
confluéncia. Apds esse periodo foram novamente incubadas por 21 dias,
agora, em meio indutor a-MEM, SFB 20% contendo dexametasona 1 uM,
isobutilmetilxantina 0,5 mM, indometacina 100mM e insulina 10 pg/ml
(Sigma-Aldrich, EUA). O meio de cultura foi trocado duas vezes por semana.

A diferenciacdo adipogénica foi confirmada pelo acumulo de vacuolos
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lipidicos citoplasmaticos neutros através da coloracéo de Oil Red O (Sigma-
Aldrich, EUA) e pela analise da expressdo de genes tipicos do tecido
adiposo pela técnica de RT-PCR, como: PPAr-gama e lipoproteina lipase.
Como controle endogeno de todas as reacdes foi utilizado o gene da B-

actina. (todos os primers utilizados estao descritos na Tabela 02).

5.6.1. Coloracao de Oil Red O

Apos o periodo de diferenciacdo o meio indutor foi descartado, as
células foram fixadas com paraformaldeido 1% e em seguida, coradas com a
solucdo de Oil Red O por 15 minutos em temperatura ambiente. Dado o
tempo de incubacao fez-se a lavagem das culturas com agua destilada por 3
vezes a fim de retirar o excesso de coloracdo. Em seguida as placas de
cultura foram secas e visualizadas em microscopio de inversdo. Os
acumulos lipidicos citoplasmaticos foram evidenciados na cor vermelha. A
solucéo estoque do corante foi preparada com 0,59 de Oil Red O dissolvidos
em 100 ml de isopropanol seguida de filtragcdo. No momento das coloracdes
era preparada a solucao de trabalho que consistia na mistura de 20 ml da

solucéo estoque mais 30 ml de agua destilada seguida de filtracao.

5.7. Linhagem Condrogénica

Ao atingirem 70% de confluéncia em meio de manutencdo, as CTLA
foram tripsinizadas e ressuspensas em a-MEM contendo 100 nm
dexametasona (Sigma-Aldrich, EUA) e 10 ng/ml de TGF-B1 (Calbiochem,

EUA). As células foram semeadas em uma densidade de 2 x 10° células em



78

tubos cénicos de 15 ml, gentilmente centrifugadas a 400g por 10 minutos a
fim de formarem botbes de células compactos no fundo do tubo e mantidos
em estufa com atmosfera umidificada a 37° C e 5% de CO, Apds 28 dias em
cultura, a diferenciagcdo condrogénica foi confirmada através de coloracéo
por Hematoxilina-Eosina (H&E) e imunofluorescéncia para colageno tipo |l
em cortes histologicos do pellet celular. Durante o periodo de incubagéo o
meio de cultura indutor foi trocado 2 vezes por semana com cuidado para
nao desfazer o botdo de células no fundo do tubo cénico.

Paralelamente, a diferenciacdo condrogénica foi realizada também em
placas de 6 pocos. Para isso cerca de 3,5 x 10* céls/poco foram plaqueadas
em meio a-MEM, FBS 20%, penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml
e quando atingiram 80% de confluéncia foram induzidas com meio acrescido
de 100nM dexametasona (Sigma-Aldrich, EUA) e 10 ng/ml de TGF-B1
(Calbiochem, EUA). Apos 28 dias o botao celular formado foi analisado por
coloracdo H&E e imunofluorescéncia para colageno tipo Il. Também foi
realizada a reacdo de RT-PCR para pesquisa de genes associados com 0
processo de diferenciacdo condrogénica: perlecan, syndecan e colageno 2A.
Como controle endogeno de todas as reacdes foi utilizado o gene da B-

actina. (todos os primers utilizados estao descritos na Tabela 02).

5.7.1. Coloracao por Hematoxilina-Eosina
Depois de 28 dias de cultivo, 0 meio de cultura indutor de diferenciacéo
foi retirado totalmente e o botéo celular fixado com paraformaldeido 1% por

10 minutos. Em seguida, o pellet foi emblocado em parafina, cortado em
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micrétomo de 3 um e por fim colocado sobre laminas silanizadas. Para
identificar a morfologia celular caracteristica do tecido -cartilaginoso foi
utilizada a coloracdo de H&E realizada no laboratério de anatomo-patologia

do Hospital das Clinicas da FMUSP.

5.7.2. Técnica de Imunofluorescéncia para colageno  tipo

Para verificar a presenca de colageno tipo Il nos cortes histologicos
provenientes da diferenciacdo condrogénica utilizou-se a técnica de
imunofluorescéncia por marcacao indireta. Primeiramente, as laminas foram
desparafinizadas com xilol (Merck, Alemanha) aquecido a 50C por 20
minutos e, em seguida, submersas em diferentes concentracées de xilol e
alcool em temperatura ambiente. Apos os banhos as laminas foram lavadas
com agua corrente, agua destilada, PBS e entdo foram adicionados sobre
suas superficies 500 ul da solucdo de digestédo (pepsina 0,2 g em 500 pl de
acido acético 0,5 M) de modo que todo o tecido fosse totalmente recoberto.
As laminas foram incubadas com atmosfera umedecida em estufa 37<C por
20 minutos. Dado o periodo na estufa as laminas foram retiradas, lavadas
com PBS por 3 vezes e recobertas com solucéo de leite em p6 (5% em PBS)
por no minimo 30 minutos e novamente incubadas em estufa 37C em
atmosfera umedecida.

A solucdo de anticorpo “rabbit” primario anti-colageno tipo Il (Santa
Cruz Biotechologies, EUA) foi preparada na diluicdo de 1:30 (10ul de
anticorpo em 300ul de diluente proprio) e um volume de 100uL foi aplicada

sobre as laminas que foram incubadas overnight em geladeira. No dia
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seguinte os cortes foram submersos 5 vezes em solugcdo de PBS com
Tween® por 5 minutos a cada lavagem. O anticorpo “rabbit” secundério,
marcado com fluorocromo FITC, foi preparado na diluicdo de 1:100 em
solucdo de Evans 6%. Cerca de 3ul deste anticorpo foram colocados nos
cortes que permaneceram incubados em temperatura ambiente por uma
hora e meia. Apdés esse periodo as laminas foram lavadas com solucdo de
PBS e Tween® 5 vezes, devidamente protegidas da luz com papel aluminio,
para retirada do anticorpo excedente.

Em seguida as laminas foram marcadas com solu¢céo contra-corante de
DAPI (1 pl de DAPI em 500ul de PBS) por 15 minutos em temperatura
ambiente. Apés este periodo os cortes histologicos foram lavados mais 3
vezes com solucdo de PBS e Tween e, entdo, as laminas foram montadas e

visualizadas em microscoépio de fluorescéncia (Carl Zeiss, Alemanha).

5.8. Linhagem Neuronal

A diferenciacdo neuronal foi induzida com cerca de 5x10° céls em
placas de 6 pocos com meio de cultura a-MEM contendo 2% de soro fetal
bovino e 1,25% de DMSO (Sigma-Aldrich, EUA). Alternativamente, o meio
de diferenciacdo neurogénica foi o0 meio a-MEM suplementado com 20%
SFB e 1 mM de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, EUA). As células-tronco
submetidas a diferenciacdo neuronal e aquelas tratadas apenas com meio
de manutencéo (controle negativo) foram incubadas em estufa de CO, 5% a

37T por 2 semanas no caso do DMSO e 24 horas com o B-mercaptoetanol.



81

O método utilizado para caracterizar a diferenciacdo neuronal foi a
visualizacdo das alteracbes morfolégicas por microscopia optica, reacao de
imunocitoquimica e analise da expressédo génica através da técnica de RT-
PCR (CD133, nestina e neurofilamento) (todos os primers utilizados estao

descritos na Tabela 2).

Gene Primers Produto m
(pb) (°C)
Oct-4 5'-cgt gaa gct gga gaa gga gaa gct g -3' 247 61
5'-caa ggg ccg cag ctt aca cat gtt ¢ -3'
Sox-2 5'- cct ccg gga cat gat cag -3' 178 55
5'- ttc tcc ccc cte cag tec -3
Nanog 5'- cat gag tgt gga tcc agc ttg -3' 191 52
5'- cct gaa taa gca gat cca tgg -3'
CD133 5'—cag tct gac cag cgt gaa aa -3' 200 52
5'— gcc cat cca aat ctt gtc cta -3'
Nestina 5'—gcc ctg acc act cca gtt ta -3' 200 60
5' — gga gtc ctg gat ttc ctt cc -3'
Neurofilamento 5'— acc cga ctc agt ttc acc ag -3' 314 56
5' —tca gcc tta gac gcc tca at -3'
Osteocalcina 5'-atg aga gcc ctc aca ctc ct - 3' 359 55
5' caa ggg gaa gag gaa aga ag- 3'
Osteopontina ~ 2-Cat ggc atc acc tgt gcc ata cc - 3' 331 57
5'-cag tga cca gtt cat cag att cat c-3'
wWhnt-1 5'-cac gac act cgt gca gta cgc - 3' 233 58
5'—aca gac act cgt gca gta cgc - 3'
Colagen 2A1 5'-ccagga cca aag ggacag aaag - 3' 398 57
5'—ttc acc agg ttc acc agg att g - 3'
Perlecan 5'-cat aga gac cgt cac agc aag - 3' 300 55

5'—atg aac acc aca ctg aca acc - 3'

Syndecan 5'-cct tca cac tee cca cac - 3 410 54
5'— ggc ata gaa ttc ctc ctg ttg - 3'

Tabela 2 — Sequencia de primers (senso e antissenso) utilizados na reacéo de RT-
PCR.
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5.8.1. Técnica de Imunocitoquimica

Cerca de 1 x 10° CTLA foram cultivadas em laminas de vidro com meio
a-MEM suplementado com 20% FBS e antibioticos até atingirem
aproximadamente 80% de confluéncia. Em seguida estas células foram
fixadas com paraformaldeido 1% por 30 minutos em temperatura ambiente e
lavadas com PBS. A incubacédo foi feita com anticorpos primarios contra
neurofilamento de cadeia pesada humano (Santa Cruz Biotechnologies,
EUA) por 14 horas e, logo apods, fez-se a marcacdo secundaria com
anticorpos biotinilados (Santa Cruz Biotechnologies, EUA) por 1 hora. A
revelacao foi feita com diaminobenzidina (Invitrogen, EUA) também por 1
hora. A reacéo foi bloqueada com o reagente Trizma® (Sigma Aldrich, EUA).
Entre todas as etapas foram feitas lavagens com PBS. A marcacédo foi

visualizada em microscopio optico.

6. CRIOPRESERVACAO

Para o congelamento, as CTLA foram expandidas em garrafas de
cultura T-175 (3° passagem) ao atingirem 80-90% de confluéncia,
tripsinizadas com ATV, contadas em camara de Neubauer e transferidas para
os tubos de congelamento (Corning, EUA) numa densidade de 1 x 10°
células por tubo. Cada um destes tubos continha exatamente um volume
final de 1 ml, somando meio de congelamento (meio de cultura completo) e

criopreservante. Foram analisados dois métodos de congelamento:
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6.1. Congelamento Padréo ( Slow Freezing )

Designamos de congelamento padrédo aquele protocolo mais utilizado
no congelamento de diversas linhagens celulares em nosso laboratorio.
Consistiu em um processo lento no qual os tubos de congelamento contendo
as CTLA suspensas em meio de congelamento e criopreservante foram
devidamente identificados (sempre manipulados em cuba de gelo),
resfriados por 20 minutos em geladeira (2 a 8°C), congelados “overnight” em
freezer -80°C e por fim acondicionados em nitrogénio liquido (-196 °C) por

periodos de 3 e 6 meses.

6.2. Congelamento Gradual (Automatizado)

Neste outro tipo de congelamento as CTLA foram acondicionadas nos
criotubos, identificadas, receberam o criopreservante (sempre manipulados
em cuba de gelo) e foram imediatamente levadas ao aparelho de
congelamento (Thermo Forma Scientific, EUA). O resfriamento ocorreu
primeiramente a taxa de 1C/min até atingir a tempe ratura de -60C, depois
3T/min até -100<C. As amostras permaneceram a -100 T por 10 minutos e,
em seguida, foram armazenados em nitrogénio liquido (-196°C) por periodos

de 3 e 6 meses.

6.3. Meio de Congelamento
O meio de congelamento no qual as CTLA foram suspensas foi o

préprio meio de cultura a-MEM suplementado com 20% de soro fetal bovino,
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penicilina 100 Ul/ml e estreptomicina 100 pg/ml acrescido de diferentes

criopreservantes.

6.4. Criopreservantes
6.4.1. Dimetilsulféxido (DMSO)

O DMSO (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado como criopreservante em
meio a-MEM completo nas concentracbes de 5 e 10%. Devido a sua
toxicidade em temperatura ambiente e sua fotossensibilidade as células
tratadas com este crioprotetor foram manuseadas o tempo todo em cubas de

gelo e protegidas da luz.

6.4.2. Glicerol

O glicerol (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado como criopreservante em
meio a-MEM completo nas concentracdes de 5 e 10%. Por ser um composto
altamente viscoso este crioproservante foi previamente aquecido em banho-

maria a 37°C por 30 minutos antes de ser manipulado.

6.4.3. Sacarose

A sacarose (Sigma-Aldrich, EUA) dissolvida em &gua estéril
(concentracdo 1M) foi utilizada como criopreservante no meio de
congelamento a-MEM suplementado com 20% de SFB e antibidticos,

encerrando as seguintes concentracdes: 30 e 60 mM.
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6.4.4. Trealose

A trealose (Sigma-Aldrich, EUA) dissolvida em agua esteéril
(concentracdo 105 mM) foi utilizada como criopreservante no meio a-MEM
suplementado com 20% de SFB e antibiéticos encerrando as seguintes

concentracdes: 60 e 100 mM.

7. DESCONGELAMENTO

O descongelamento de todos os tubos de criopreservacdo com as
CTLA congeladas em nitrogénio liquido foi feito pelo método rapido (fast
thawing). Os tubos de congelamento eram retirados do galdo de N liquido e
levados imediatamente ao banho-maria (37C) onde permaneciam sob
agitacao vigorosa até o descongelamento. Em seguida as células foram
transferidas para um tubo cénico de 15 ml previamente completo com meio
de cultura, tiveram uma aliquota de 10 ul retirada para analise da viabilidade
celular e entdo foram centrifugadas a 400g por 5 minutos para a retirada do
excesso de criopreservante. Apos esta lavagem as células foram plagueadas

em garrafas T-75 cm?e incubadas em estufa de CO, a 37 C.

8. ANALISES POS-DESCONGELAMENTO
ApoOs o descongelamento foram feitas analises da viabilidade celular e
caracterizacdo das CTLA para avaliar se todas as amostras congeladas

mantinham suas caracteristicas pré-congelamento.
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8.1. Viabilidade Celular

Imediatamente apés os descongelamentos uma aliquota de 10 ul de
cada amostra foi utilizada para realizagcdo da contagem e do calculo de
viabilidade celular. Esta contagem foi feita em microscopio 6ptico com uso de

camara de Neubauer e corante Azul de Tripan.

8.2. Avaliacado de Gene de Indiferenciacao

Apos atingirem confluéncia, as células de todas as amostras
descongeladas tiveram seu RNA total extraido pelo método do Trizol e foram
analisadas quanto a expressao do gene de diferenciacdo Oct-4 pela técnica
de RT-PCR. Os primers utilizados estdo descritos na tabela 2. Os produtos
foram analisados em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo e

visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

8.3. Analise de Marcadores de Superficie

Todas as amostras descongeladas, depois de expandidas, foram
investigadas quanto a presenca de determinadas proteinas de superficie
atraves de citometria de fluxo. As células foram adquiridas e a intensidade
de fluorescéncia captada em citdmetro de fluxo FacScalibur™ (Becton
Dickinson, EUA). Os dados foram analisados pelo programa CELLQuest™
(Becton Dickinson, EUA). Os anticorpos primarios utilizados estdo descritos

na tabela 3.
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Anticorpo Fluorocromo Diluicéo
CD11b FITC 1:20
CD34 FITC 1:20
CD45 FITC 1:20
CD29 PE 1:20
CD44 PE 1:20
CD105 PE 1:20
19G-1 FITC 1:20
1gG-1 PE 1:20

Tabela 3 - Anticorpos monoclonais usados na caracterizagdo de CTLA por
citometria de fluxo pés-congelamento

8.4. Ensaios de Diferenciacdo Osteogénica

Todas as amostras descongeladas tiveram suas células plagueadas em
placas de 6 pocos (5x10° céls/poco) e foram submetidas & diferenciacdo
osteogénica com meio indutor apropriado pelo periodo de 21 dias. Apés este
tempo as células foram coradas com Vermelho de Alizarina para

visualizacao dos depositos de calcio e confirmacao da sua plasticidade.

9. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como meédia (x desvio-padrédo) e
comparadas pelos testes One-Way ou Two-Way ANOVA, Foram aplicados
0s pos testes Dunnetts (todos X controle) ou Bonferroni (comparando
colunas selecionadas). As diferencas entre os valores das médias foram

consideradas significantes quando o valor de p < 0.05.
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RESULTADOS

1. PRE-CULTIVO
1.1 Tempo de Armazenamento da Amostra

As células progenitoras contidas nas amostras de liquido amni6tico
armazenadas em geladeira (2 — 8 ) antes do proces samento, por periodo
de até 6 semanas, foram capazes de ser isoladas em cultura. Elas também
mantiveram seu potencial de adesé&o e proliferacdo em cultivo mesmo apoés

longo tempo de estocagem (Figura 13).

Figura 13 - Fotos das células progenitoras do LA visualizadas por microscopia
Optica em cultivo apés armazenamento em geladeira por diferentes periodos. A - 7
dias; B- 14- dias; C- 21 dias; D- 28 dias; E- 35 dias (aumento 40x).
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As amostras de LA armazenadas por até duas semanas em geladeira
mantiveram as viabilidades celulares equivalentes aquelas amostras
processadas no dia do recebimento (semana 0). Ja as amostras
armazenadas por periodos maiores, que 3 a 6 semanas, demonstraram

viabilidades menores (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Curva de viabilidade celular (%) de amostras de LA e armazenadas em
geladeira por até 6 semanas. A semana O (zero) corresponde a viabilidade
determinada imediatamente no dia do recebimento da amostra e foi usada na
analise comparativa com os dados achados nas demais semanas. As médias foram
comparadas por One-Way ANOVA e Dunnett pés-teste (* p<0.05).
1.2. Contagem de células nas amostras de liquido am  nidtico

O numero de “células de interesse” encontrado nas amostras de LA
processadas (aquelas de morfologia globosa, refringentes e com tamanho

aproximado a de células mononucleadas normais do sangue — Figura 14) foi

de 0,6 +0,2 x 10°.
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Figura 14 — Foto da cultura de liquido amnidtico destacando a célula padronizada
como sendo de interesse na amostra.
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2. CULTIVO CELULAR
2.1. Determinacao do meio de cultura apropriado
2.1.1. Andlise de diferentes meios no isolamento, a  deséo e crescimento
celular

Foi verificado, ao contrario da grande maioria dos protocolos, que o
meio DMEM n&o é o mais indicado para o isolamento e cultivo de células
progenitoras do LA. Ele proporcionou uma baixa taxa de adeséao e um lento
crescimento das células isoladas. Ainda, o niumero de colbnias formadas

apos dias de cultivo foi menor, comparado aos outros meios analisados.

a-MEM DMEM
. -
. -
- -

Figura 15 — Fotos das células progenitoras isoladas em cultivo com os dois
principais meios utilizados na cultura de células-tronco, a-MEM e DMEM, ap0s
periodos de 07, 14 e 21 dias. Percebe-se uma maior taxa de crescimento nas
células tratadas com o meio a-MEM.



91

O meio a-MEM, por sua vez, foi o que apresentou 0 maior numero de
colonias e de células aderidas por tempo de cultivo. Também foi 0 que
melhor manteve a morfologia das células com um aspecto fibroblastico tipico
de células-tronco mesenquimais (Figura 15).

Os meios McCoy 5A e RPMI 1640 também apresentaram boas taxas
de adesado e crescimento, mas provocaram mudancas na morfologia das
células. Logo, poderiam estar promovendo algum tipo de diferenciacdo das

mesmas e ndo foram utilizados nos experimentos posteriores.

2.1.2. Anadlise da influéncia dos diferentes meios n a diferenciacao
celular pela expressao do gene Oct-4 por RT-PCR

As células cultivadas com todos os diferentes meios expressaram 0
gene Oct-4 (Figura 16), indicando uma manutencdo do estado de
indiferenciacdo celular. O fato interessante foi uma sugestiva menor
expressdo do mesmo gene naquelas células tratadas com os meios RPMI
1640 e McCoy 5A gquando comparadas com os outros meio analisados. Por
este motivo e as mudancgas morfologicas provocadas por ambos, a utilizacéo
destes meios foi descartada no cultivo das CTLA. Por outro lado, o meio a-
MEM manteve uma expressao génica de Oct-4 semelhante as células
NTERA-2 cl1.D1, controle positivo, indicando que a sua utilizacdo néo

promove diferenciacdo das CTLA em outros tipos celulares.
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Figura 16 - Analise da expressao génica do marcador de indiferenciacdo Oct-4 em
CTLA cultivadas com diferentes meios de cultura em gel de agarose 2% corado
com brometo de etideo e visualizado sob luz UV. A) agua; B) controle positivo
NTERA-2 c1.D1; C) meio MEM; D) a-MEM; E) IMDM; F) DMEM; G) RPMI 1640; H)
McCoy’s 5A.
2.2 Isolamento das CTLA

As células-tronco do liquido amnidtico mostraram uma alta capacidade
de adesdo a superficie de cultivo. As demais células ndo aderentes

(hemacias, células epiteliais e células mortas) eram descartadas a medida

gue faziamos a troca do meio de cultura.

Figura 17 - Presenca de hemécias no cultivo primario da amostra de liquido
amniotico que dificultava a adeséo e o isolamento das “células de interesse”.

A presenca de hemécias em determinadas amostras de liquido
amnidtico (Figura 17) dificultou a adesao celular a superficie das garrafas de
cultura. Contudo, era possivel obter uma cultura a partir destas amostras
com um tempo maior de cultivo inicial para permitir a adesdo das células de

interesse.
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N&o observamos diferencas com a utilizacdo ou ndo de laminulas de
vidro estéreis como substrato para a adesao celular e expansdo das CTLA
(Figura 18). No mais, as laminulas eram potenciais fontes de contaminacao
e dificultavam o processo de dissociacdo, motivo pelo qual ndo foram

utilizadas nas culturas de CTLA.

Figura 18 - Cultura primaria de LA mostrando que ndo houve diferencas na adesao
e isolamento celular com ou sem a presenca de laminula de vidro.

2.3. Diferentes Tipos Celulares isolados das Amostr  as de LA

Apds a adesado e proliferacdo celular notou-se a existéncia de pelo
menos 3 tipos celulares isoladas nas culturas primarias do liquido amniético:
endotelial (formato arredondado), epitelial (derivadas da pele e urina fetais) e
fibroblastico (células alongadas; Figura 19).

Este fato comprova a grande diversidade celular e o potencial do
liguido amnidtico como fonte de células fetais e esta em acordo com outros
trabalhos que também descreveram diferentes morfologias apds cultivo do
LA. Com as passagens realizadas nos cultivos houve predominio da

morfologia fibroblastica sobre as demais.
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Figura 19 — Diferentes tipos celulares isolados na cultura do LA. A) células
similares a fibroblastos; B) células do tipo endotelial; C) células do tipo epitelial
(40x).
2.4. Curva de Crescimento e densidade de in6culoda s CTLA

Foi padronizado que o inéculo contendo uma concentracdo de 5 x 10°
células por cm? é o mais adequado para o cultivo das células progenitoras
originarias de liquido amniotico. Inoculos com uma densidade menor
apresentavam uma fase lag (periodo de adaptacdo das células as condicdes
de cultivo) longa e, consequentemente, um crescimento mais lento,
enquanto que densidades maiores chegavam mais rapidamente a fase de
platd (periodo em que as células param de proliferar) e necessitavam de
repiques constantes (Grafico 2). Aléem do mais, a formacdo de col6nias,
evento utilizado também na caracterizacdo das células-tronco, ficou mais

evidente quando se cultivaram células com menores indculos, visto que

havia mais espaco para a adesao e proliferacédo celular.
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O tempo de dobramento destas células, ou seja, o periodo que as
células levaram para duplicar sua populacdo foi de 1,6 dias ou
aproximadamente 30 + 4 horas.

Curva de Crescimento
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Grafico 2 - Curva de crescimento das CTLA realizada por doze dias com diferentes
indculos iniciais (1.000, 5.000, 25.000 e 50.000 células).

3. EXPANSAQO DAS CTLA
3.1. Dissociacédo Celular

A associagao entre tripsina e EDTA na concentracdo de 0,20 e 0,02%
respectivamente (ATV) mostrou os melhores resultados na dissociagéo das
CTLA. O procedimento era feito de maneira mais rapida e ndo afetava a
integridade das células. O uso isolado de tripsina 0,25% ou EDTA 0,05%
proporcionou um tempo maior para soltura das células e requeria a utilizacéo

de grandes volumes dos mesmos.

4. ANALISE DO CICLO CELULAR DAS CTLA
As células-tronco do liquido amnibtico apresentaram porcentagens
celulares de 76,17% (x 3,48%) em fase Go/G1, 7,41% (£ 1,12%) na fase de

sintese (S) e 16,42% (+ 2,68%) na fase G,M do ciclo celular (Grafico 3),
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confirmando sua grande capacidade proliferativa e poder replicativo quando
em cultivo. As células controle (linfocitos saudaveis) nas mesmas condicdes
de cultivo, por sua vez, tiveram uma porcentagem de 97,32% (x 2,21%) em

fase Go/G,, 2,68% (+ 1,10%) em fase S e 0,02% (£ 0,18%) em fase G,M.
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Grafico 3 - Histograma do ciclo celular das CTLA em cultura analisado por
citometria de fluxo ap6s marcagédo com iodeto de propidio. Verifica-se um acumulo
de células na fase de sintese e G,M das CTLA (A) enquanto que os linfocitos do
sangue periférico (B), nas mesmas condi¢Bes de cultivo, apresentam-se em sua
maioria na fase Gy/G;.

5. CARACTERIZACAO DAS CTLA
5.1 Analise do estado de Indiferenciacdo por RT-PCR

As células isoladas do liquido amnidtico humano expressaram genes
responsaveis pela indiferenciacdo celular apd6s analise por RT-PCR e
visualizacdo em gel de agarose (Figura 20). Assim, confirma-se que as
CTLA isoladas ndo apresentavam comprometimento com nenhuma
linhagem celular. Os genes chaves expressos foram Oct-4, Sox-2 e Nanog
que sao igualmente encontrados em células embrionarias pluripotentes e
células neoplasicas.

Como controles na reacao de RT-PCR destes genes foi utilizado o RNA

total extraido de células da linhagem NTERA-2 c1.D1 (ATCC/CRL-1973,
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linhagem celular pluripotente de carcinoma testicular embrionario) e de
células MRC-5 (fibroblastos humanos dipléides de pulméo, ATCC/CCL-171)

gue foram os controles positivo e negativo, respectivamente.

Figura 20 - Analise da expressao dos marcadores de indiferenciagdo Oct-4, Sox-2
e Nanog em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo e visualizado em
transiluminador de luz UV; A) marcadore de peso molecular — 100pb; B) Nanog —
triplicata; C- Sox-2 — triplicata e D- Oct-4 — triplicata.
5.2. Imunofenotipagem das CTLA

Os resultados obtidos pela citometria de fluxo demonstraram que as

células derivadas e isoladas do liquido amnidtico possuem caracteristicas

imunofenotipicas especificas de células-tronco de origem mesenquimal.

A expressao foi negativa para os marcadores tipicos de células
progenitoras hematopoiéticas como CD14, CD34 e CD45 e positiva para 0s
antigenos caracteristicos de CTM: CD29, CD44, CD90 e CD105. Os
resultados estdo representados na forma de histograma e porcentagem para

cada antigeno avaliado (Figura 21).
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Marcadores de Membrana das CTLA
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Figura 21 - Caracterizacdo imunofenotipica das CTLA. Marcacdo positiva para
CD29 (89,27 % 8,23%), CD44 (72,28 + 11,65%), CD90 (62,69 = 18,84%), CD105
(93,77 + 3,64%) e negativa para CD14 (1,78 + 1,06%), CD34 (1,70 + 1,14%) e
CD45 (2,80 + 0,74%).
5.3. PLASTICIDADE DAS CTLA
5.3.1. Diferenciacado Osteogénica

A diferenciacdo osteogénica das CTLA foi confirmada apos 21 dias de
cultivo sob estimulo em meio de cultura indutor (50 uM ascorbato fosfatase,
100 nM dexametasona e 10 mM [-glicerofosfato) com a realizacdo de
coloracdes especificas. Os acumulos de calcio foram visualizados com
coloracdo de von Kossa e Vermelho de Alizarina, enquanto a presenca da

enzima fosfatase alcalina foi evidenciada com a coloracdo de mesmo nome

(Figura 22).



99

Figura 22 — Potencial de diferenciacdo osteogénica in vitro das CTLA A) Controle
negativo da diferenciacao, células cultivada somente com meio de cultura (40x); B)
Coloragdo com Fosfatase Alcalina para visualizar a presencga da enzima (vermelho;
40x); C) Coloragédo por von Kossa (depésitos em preto; 40x) e D) Coloracdo por
Vermelho de Alizarina para demonstrar a presenca de calcio (depdsitos em
vermelho; 40x).

As CTLA induzidas a diferenciacdo osteogénica também expressaram
genes como a osteopontina, a osteocalcina e Wnt-1 comumente
encontrados em células dsseas (Figura 23). Esses genes estdo geralmente
ligados ao processo de formacdo e remodelacdo 6ssea promovida pelos
osteoblastos, o que valida o potencial de diferenciacdo 6sseo das células-

tronco do liquido amniético.

A B Cc D E

Figura 23 - Andlise dos produtos de RT-PCR demonstrando a expressao de genes
especificos da diferenciacdo osteogénica confirmada por eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio e visualizado em transiluminador de UV;
A) Peso molecular — 100pb; B) Agua; C) osteopontina; D); osteocalcina e E) Wnt-1.
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5.3.2. Diferenciacdo Adipogénica

A diferenciacdo adipogénica das CTLA tratadas por 21 dias com meio
indutor (10 pg/ml de insulina, 100 nM de dexametasona, 0,5 mM de
isobutilmetilxantina e 200 mM de indometacina) foi confirmada através da
coloracdo com Oil Red O. Os depdsitos de lipideos citoplasmaticos

aparecem corados em vermelho (Figura 24).

Figura 24 - Caracterizacao da diferenciacdo adipogénica de células-tronco isoladas
de liquido amnidtico. A) cultivo celular sem meio indutor (40x); B) cultura
diferenciada sem coloracdo (100x); C e D) células coradas com Oil Red O (400 e
100x).

As CTLA induzidas a diferenciacdo adipogénica passaram a expressar
genes tipicos de células adiposas apds o periodo de incubacdo com meio
indutor (Figura 25). A expressdo génica de PPAr-gama (receptor ativado de
proliferacdo de peroxissomos - gama) e lipoproteina lipase, confirmam a

plasticidade das células-tronco do liquido amniotico.
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Figura 25 - Andlise da expresséo génica apés RT-PCR para os genes especificos
de diferenciacdo adipogénica feita por eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio e visualizado em transiluminador de UV; A) Peso molecular
— 100pb; B) Agua; C); PPAr-gama D) Lipoproteina lipase.

5.3.3. Diferenciagcao Condrogénica

A plasticidade celular das CTLA cultivadas também foi confirmada apés
estimulo com meio de inducdo condrogénico (10 ng/ml de TGFB e 100 nM
dexametasona). Foi possivel observar a formagédo de um botéo celular, tanto
nas diferenciagbes realizadas em tubo coOnico quanto nas realizadas em
placas (Figura 26), o que ndo ocorreu com as células controle, que néo
receberam meio indutor.

Estes botdes celulares ao serem analisados por coloragcdo de H&E
apresentaram um arranjo e tipos celulares tipicos do tecido cartilaginoso,
como pericéndrio, condrdcitos e condroblastos. Ao analisar a expressao de
colageno tipo Il por imunofluorescéncia foi possivel observar uma intensa

positividade, indicando a producéo deste tipo de colageno por estas células

(Figura 27).
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Figura 26 - Diferenciacdo condrogénica realizada em placa de 6 pocos. A e B)
formacdo de botdo celular cartilaginoso (setas) apés incubagcdo com meio indutor;
C) células controle incubadas somente com meio a-MEM e 20% de SFB

Figura 27 - Caracterizacdo da diferenciacdo condrogénica de cortes histolégicos de
células-tronco isoladas de liquido amniotico coradas com hematoxilina-eosina (A —
40x e C- 400x) e marcadas por imunofluorescéncia com anticorpos anti-colageno
tipo Il conjugado com FITC (B e D; 400x)

As CTLA diferenciadas em tecido condrogénico, tanto em tubos
conicos quanto em placas, passaram a expressar genes tipicos encontrados
em células cartilaginosas (Figura 28). Os genes syndecan, perlecan e

colageno tipo Il sdo expressos principalmente em condroblastos e
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condrécitos. Sua expressdo apods inducdo confirma a diferenciacao

condrogénica das células-tronco de liquido amnidtico.

A B C D E

Figura 28 - Analise da expressdo génica apos RT-PCR para os genes especificos
de diferenciacdo condrogénica feita por eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometq de etidio e visualizado em transiluminador de UV; A) Peso molecular
— 100pb; B) Agua; C) Colageno Il; D) Perlecan; E) Syndecan
5.3.4. Diferenciacado Neuronal

A diferenciacdo neuronal das CTLA pode ser realizada
concomitantemente com os dois protocolos, o primeiro utilizando 1,2% de
DMSO e o segundo 1mM de B-mercaptoetanol. As mudancas fenotipicas
observadas durante o cultivo foram retracdo da populacdo celular total e
aparecimento de prologamentos citoplasmaticos semelhantes aqueles
encontrados em células neuronais (Figura 29).

Verificou-se através do RT-PCR a expressdo de genes tipicos de
células precursoras neuronais, como CD133, nestina; e, ainda, marcador
presente em neurdnios adultos, como o neurofilamento de cadeia pesada,
confirmando o potencial de diferenciacdo neurogénico das células-tronco de

liguido amnidtico tratadas com o0s agentes quimicos DMSO e -

mercaptoetanol (Figura 30).
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Figura 29 - Caracterizacao da diferenciacdo neurogénica de células-tronco isoladas
de liquido amniético induzida por DMSO (B e C; 100x) e por B-mercaptoetanol
(D;100x). Em (A) o controle tratado apenas com meio a-MEM (40x).

Nestin Neurofilament CD133

Figura 30 - Andlise de expresséo génica apés RT-PCR feita por eletroforese em gel
de agarose 2% corado com brometo de etideo e visualizado sob luz UV dos genes
associados a diferenciacao neuronal. nestina (duplicata); neurofilamento (duplicata)
e CD133 (duplicata).

As CTLA, ap6s os estimulos de diferenciacdo em tecido neuronal,
apresentaram neurofilamento de cadeia pesada em sua estrutura como

demonstrado pela reacéo de imunocitoquimica (Figura 31).

Figura 31 - Ensaio de imunocitoquimica em CTLA diferenciadas em linhagem
neuronal marcadas com anticorpo anti-neurofilamento (A-100x e B-400x).
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6. ANALISES APOS A CRIOPRESERVAGCAO
6.1.Viabilidade celular

Ndo houve diferencas significativas nas viabilidades das CTLA
criopreservadas com ambos os métodos de congelamento analisados:
gradual e padrdo. As maiores taxas de viabilidade foram sempre obtidas nas
CTLA congeladas com o DMSO 10%, que manteve numeros semelhantes
as células pré-congelamento. Os criopreservantes extracelulares, sucrose e

trealose, proporcionaram as menores viabilidades.

Figura 32 - CTLA no décimo dia de cultivo ap6s serem criopreservadas com
diferentes concentracdes de criopreservantes (40x); A) DMSO 10%; B) DMSO 5%
C) Glicerol 10%; D) Glicerol 5%; E) Trealose 100 mM; F) Trealose 60 mM; G)
Sacarose 60 mM; H) Sacarose 30 mM
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O tempo gasto para que as CTLA chegassem a confluéncia quando
colocadas em cultura foi menor nas células congeladas com os
criopreservantes intracelulares DMSO e (glicerol, fato que ocorreu
aproximadamente por volta do décimo dia (Figura 32). As células
congeladas com sucrose e trealose atingiram confluéncia por volta do

décimo quinto dia em cultura.
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Gréfico 4 - Viabilidade da CTLA antes (NR) e ap6s congelamento de 3 meses com
diferentes criopreservantes pelo método padrdo. As médias (desvio padrao) foram
comparadas por One-Way ANOVA po6s teste Dunnett (controle (NR) X
criopreservantes *p<0.05) e Bonferroni (concentracdo 1 X concentracdo 2 #p<0.05)

As amostras de CTLA congeladas pelo método padrdao ap6s 3 meses
de criopreservacdo com diferentes criopreservantes apresentaram
viabilidades distintas (Gréafico 4). A maior viabilidade foi proporcionada pelo

DMSO a 10% (95,86 + 0,95%) que foi semelhante aquela encontrada antes

do congelamento das células (99,24%).
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As amostras analisadas também por 3 meses, agora pelo método
gradual de congelamento, demonstraram resultados semelhantes.
Novamente a maior viabilidade foi proporcionada pelo DMSO a 10% (94,62 +
1,34) que foi semelhante aquela encontrada antes do congelamento das
células (99,24%; Gréfico 5). A trealose 100 mM (41,32 + 1,75%) teve uma

viabilidade maior do que a trealose 60 mM (30,48 £ 1,96%).
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Grafico 5 - Viabilidade das CTLA antes (NR) e ap6s congelamento de 3 meses com
diferentes criopreservantes pelo método gradual. As médias (desvio padrao) foram
comparadas por One-Way ANOVA po6s teste Dunnett (controle (NR) X
criopreservantes *p<0.05) e Bonferroni (concentracdo 1 X concentracdo 2 #p<0.05)

A maior viabilidade obtida no congelamento das CTLA apos 6 meses
utilizando-se o método padrao foi obtida pelo criopreservante DMSO a 10%
(92,2 £ 1,2%) que proporcionou uma taxa semelhante aquela encontrada
nas células pré-congelamento (NR; 99,35%) (Grafico 6). As CTLA
congeladas pelo periodo de 6 meses através do método gradual que tiveram
a maior viabilidade foram aquelas criopreservadas com DMSO 10% (89,59 +

2,99%) (Gréfico 7).
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Gréfico 6 - Viabilidade das CTLA antes (NR) e ap0s congelamento de 6 meses com
diferentes criopreservantes pelo método padrdo. As médias (desvio padrao) foram
comparadas por One-Way ANOVA po6s teste Dunnett (controle (NR) X
criopreservantes *p<0.05) e Bonferroni (concentracdo 1 X concentracdo 2 #p<0.05)
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Grafico 7 - Viabilidade das CTLA antes (NR) e ap6s congelamento de 6 meses com
diferentes criopreservantes pelo método gradual. As médias (desvio padréo) foram
comparadas por One-Way ANOVA po6s teste Dunnett (controle (NR) X
criopreservantes *p<0.05) e Bonferroni (concentracdo 1 X concentracao 2 #p<0.05)

Na comparacéo entre as viabilidades obtidas entre 0 método padréo
e gradual ap6s 3 meses de congelamento ndo houve diferencas

estatisticamente significativas.
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Gréfico 8 — Comparacdo da viabilidade celular obtida apdés congelamento das
CTLA através do método gradual e padréo pelo periodo de 3 meses

Na comparacado entre as viabilidades obtidas entre 0 método padréo
e gradual apés 6 meses de congelamento também n&o observamos

diferencas estatisticamente significativas.
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Grafico 9 — Comparacéo da viabilidade celular encontrada apés congelamento das
CTLA através do método padréo e gradual pelo periodo de 6 meses

6.2 Analise dos marcadores de membrana pds-desconge  lamento
A maioria das proteinas expressa na membrana de células-tronco

mesenquimais ndo tiveram sua presenca alterada apos o congelamento pelo



110

método padrdo e gradual na analise por citometria de fluxo. A alta

positividade para marcadores como CD29, CD44 e CD105 foi mantida e o

mesmo aconteceu com os marcadores negativos: CD11b, CD34 e CD45. O

mesmo resultado foi observado com as CTLA armazenadas durante 3 e 6

meses.

Padrao CD11b | CD34 CD45 CD29 CD44 | CD105
DMSO 5% 0,28% 0,29% 0,35% 98,30% 99,26% 33,89%
DMSO 10% 0,50% 0,74% 5,80% 99,81% 99,90% 99,18%
Glicerol 5% 0,40% 0,44% 0,84% 99,54% 99,91% 91,83%

Glicerol 10% 0,06% 0,09% 0,16% 99,10% 99,09% 10,60%
Sacarose 30mM | 0,23% 0,81% 1,08% 99,74% 99,69% 32,03%
Sacarose 60mM | 0,65% 1,14% 3,49% 99,43% 99,57% 71,71%
Trealose 60mM | 0,30% 0,36% 0,37% 99,86% 99,98% 51,29%
Trealose 100mM | 0,40% 0,48% 0,79% 99,91% 99,08% 32,40%

Tabela 4 — Marcadores de membrana (%) analisados por citometria de fluxo apds
congelamento pelo método padrdo das CTLA

Gradual CD11b | CD34 CD45 CD29 CD44 | CD105
DMSO 5% 0,35% 0,58% 0,85% 96,06% 97,03% 39,82%
DMSO 10% 0,48% 75,0000 0,76% 99,67% 99,88% 12,35%
Glicerol 5% 0.17% 0,18% 0,39% 99,48% 99,85% 96,64%
Glicerol 10% 0,82% 1,07% 1,12% 99,71% 99,87% 9,70%
Sacarose 30mM | 0,17% 0,22% 0,48% 99,29% 99,95% 49,28%
Sacarose 60mM | 0,77% 0,96% 1,51% 99,35% 99,17% 26,69%
Trealose 60mM | 0,29% 0,31% 0,48% 97,77% 99,85% 68,07%
Trealose 100mM | 0,24% 0.46% 0.60% 99,50% 99,83% 81,93%

Tabela 5 — Marcadores de membrana (%) analisados por citometria de fluxo apds
congelamento pelo método gradual das CTLA
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6.3. Avaliacdo do gene de indiferenciacdo Oct-4 pés  -descongelamento
Todos os criopreservantes utilizados neste experimento mantiveram a

expressdo do gene de indiferenciacdo Oct-4 e, logo, a manutencédo do seu

estado indiferenciado das CTLA apés 3 e 6 meses de congelamento como

comprovado pela analise por RT-PCR (Figura 33).

ABCDEFGHIJLMNOPQRSTU

Figura 33 - Expressdo do gene Oct-4 nas amostras de CTLA apés
descongelamento utilizando diferentes criopreservantes pelo método padrdo e
gradual; A) peso molecular — 100pb; B) agua; C) NTERA-2 c1.D1; D) MRC-5; E)
DMSO 5% padréo; F) DMSO 5% gradual; G) DMSO 10% padrdo; H) DMSO 10%
gradual; 1) Glicerol 5% padréo; J) Glicerol 5% gradual; L) Glicerol 10% padr&o; M)
Glicerol 10% gradual; N) Sacarose 30 mM padrédo; O) Sacarose 30 mM gradual; P)
Sacarose 60 mM padrao; Q) Sacarose 60 mM gradual; R) Trealose 60 mM padrao;
S) Trealose 60 mM gradual; T) Trealose 100 mM padrdo; U) Trealose 100 mM
gradual

6.4. Ensaios de diferenciacdo osteogénica pés-desco  ngelamento

As amostras de CTLA congeladas por 3 e 6 meses com oS
criopreservantes DMSO, glicerol, sacarose e trealose, mantiveram seu
potencial de diferenciagdo em tecido 6sseo apds estimulo com meio indutor
proprio e coloracdo de Vermelho de Alizarina. A diferenciagdo osteogénica
também foi possivel com as CTLA congeladas pelos diferentes métodos:

padrao e gradual (Figura 34).
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Figura 34 — Diferenciacdo osteogénica das CTLA confirmada pela coloragdo de
Vermelho de Alizarina ap0s criopreservacao. A) controle negativo; B) diferenciacéo
osteogénica com depdsitos de calcio corados em vermelho.
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DISCUSSAO

As ceélulas-tronco sédo ceélulas progenitoras indiferenciadas que
apresentam caracteristicas peculiares, dentre elas, podemos destacar a alta
taxa de proliferacdo em cultura, capacidade de autorrenovacéo e potencial
de diferenciacdo em inumeros tecidos. As células-tronco mesenquimais, por
sua vez, compdem um grupo particular de células-tronco adultas
encontradas em varias partes do organismo com capacidade de
diferenciacdo em tecidos mesenquimais e ndo mesenquimais. As CTM mais
bem estudadas, até o momento, sdo aquelas extraidas da medula Ossea,
entretanto esta fonte possui um procedimento de coleta relativamente dificil
e apresenta uma concentracdo baixa de células mesenquimais em
comparacdo com as células progenitoras hematopoéticas, fato que pode
interferir no isolamento do tipo celular pretendido. O tecido adiposo, outro
sitio celular que vem sendo amplamente estudado, também apresenta
aspectos negativos visto que sua coleta envolve procedimentos cirdrgicos,
seu processamento € mais elaborado e, consequentemente, mais demorado
do que outras fontes. Recentemente os tecidos fetais, sobretudo a placenta
e 0 cordao umbilical, passaram a receber maior atencdo por apresentarem
células com propriedades semelhantes aquelas encontradas nas células-
tronco embrionarias Com todas estas constatacoes decidimos neste trabalho
avaliar o liquido amniético humano como uma fonte alternativa de CTM.

As amostras de LA foram obtidas sempre no segundo trimestre de

gestacdo, visto que as puncdes intra-uterinas sdo contraindicadas nos
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primeiros trés meses de gestacdo por apresentarem alto risco de aborto,
através da amniocentese. As coletas realizadas no ultimo trimestre e a termo
nao foram utilizadas por nos ja que poderiam conter células progenitoras
com maior grau de diferenciacdo e, embora, trabalhos recentes tenham
conseguido éxito no isolamento nestes periodos (You et al.,, 2008),
preferimos restringir nosso periodo de coleta.

Como no LA encontramos uma grande variedade de tipos celulares
esfoliados do feto e, ainda, fatores como o tipo de coleta, a idade
gestacional, meio de cultura empregado e densidade de indculo utilizado
sabidamente influenciam nas caracteristicas das células que seréo isoladas,
resolvemos neste trabalho, padronizar técnicas de processamento, cultivo,
expansdo, diferenciacdo e, também, testar diferentes protocolos de
criopreservacao e criopreservantes para que pudéssemos bem caracterizar
e criopreservar as células-tronco do LA.

Primeiramente constatamos que as amostras de LA recém coletadas
podem ser armazenadas em geladeira antes do processamento por até duas
semanas sem perder sua viabilidade e permitindo, desta forma, que suas
células progenitoras sejam isoladas e expandidas em cultura. Mesmo nas
ultimas semanas, onde a viabilidade celular das amostras caiu
consideravelmente foi possivel o isolamento e proliferacdo das células
progenitoras. Trata-se de um achado importante visto que ele tira a urgéncia
do processamento da amostra logo apdés a coleta e permite o transporte
refrigerado da mesma por longas distancias sem que esta perca suas

caracteristicas.
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Para realizacdo da contagem inicial das células presentes nas
amostras recebidas determinamos primeiramente, um critério onde
considerariamos relevantes apenas aquelas células que denominamos como
“células de interesse” (cerca de 1% do total encontrado no liquido amnidtico)
e descartariamos as demais, como ceélulas esfoliadas do feto, hemacias,
leucdcitos e plaquetas. Isto significaria contar aquelas células de morfologia
globosa, refringentes e com tamanho aproximado ao de células
mononucleadas do sangue (linfocitos) que no nosso entendimento seriam as
CTLA.

ApOs determinar o que contariamos, padronizamos que as amostras de
liguido amniotico contendo de 0 a 20.000 “células de interesse” seriam
cultivadas em garrafas T-25 cm? (superficie pequena); de 20.000 a 50.000
em T-75 cm? (superficie média); e aquelas contendo mais de 50.000 células
seriam plaqueadas em T-175 cm? (superficie grande). Desta forma definimos
como seria 0 plagueamento inicial de nossas amostras. A separacao destas
“células de interesse” do pool celular total através de anticorpos ou
particulas magnéticas talvez seja o0 método mais adequado para isolamento,
visto que assim nao ha possibilidade da presenca de células indesejadas ou
erros de contagem que prejudiquem o cultivo primario da amostra.

Na escolha do meio de cultura mais apropriado para o cultivo das
células progenitoras oriundas do LA constatamos que o meio a-MEM
proporcionou o melhor isolamento e crescimento dentre todos 0os meios
analisados, diferentemente de muitos protocolos de cultura de células tronco

gue utilizaram o meio DMEM (Agha-Hosseini, 2010). Quando avaliamos se



116

0S meios testados influenciavam na expressdo celular do gene de
indiferenciacdo Oct-4 pela técnica de RT-PCR notamos uma sugestiva
diminuicdo e mudancas na morfologia das células quando da utilizacdo dos
meios RPMI 1640 e McCoy 5A. Isto se deve, provavelmente, a presenca de
uma maior concentracdo de nutrientes nas suas composicoes,
principalmente neste ultimo. Necessita-se agora quantificar precisamente a
expressdo do gene Oct-4 e confirmar estes dados. E, se comprovado tal
fato, estudar qual diferenciacéo estas células estdo sofrendo.

Durante o cultivo primario das amostras de LA percebemos a presenca
de trés tipos celulares, com capacidade de aderéncia a superficie de cultivo
(Milunsky, 1979; Kim et al, 2007): o primeiro epitelial, com células pequenas
e compactadas provavelmente originarias da pele ou epitélio renal do feto; o
segundo endotelial com células ovaladas e, por ultimo, fibroblastico, com
aparéncia alongada tipica de fibroblastos e que predominou frente aos
outros apos o primeiro processo de dissociacdo e passagem celular. Os
tipos epitelial e endotelial ainda requerem um maior estudo que permita seu
isolamento das demais populacdes presentes no LA e possibilite um maior
compreendimento acerca de suas caracteristicas biologicas, como
expressao génica, marcadores especificos e potencial de diferenciacao.

Com os resultados provenientes da curva de crescimento
padronizamos o nimero de 5.000 células a ser plaqueado por cm? de
superficie a partir das passagens secundarias. Dessa maneira fica definido
um numero fixo a ser cultivado em funcdo dos diferentes tamanhos de

placas e garrafas de cultura, melhorando a reprodutibilidade dos
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experimentos. Consequentemente também ficam padronizados os intervalos
para troca de meio, 0 momento exato para a dissociacao de cada garrafa de
cultura e o numero de células obtido a cada passagem.

O tempo de dobramento encontrado para as células progenitoras do
LA, de aproximadamente 30 horas, assemelha-se a de outros estudos
(Roubelakis, 2007) e, somado as analises de ciclo celular, comprovam o
grande potencial proliferativo destas células. O estudo da DNAploidia, por
sua vez, revelou que mesmo com a alta taxa replicativa, as CTLA nao
adquiriram alteracbes em seu genotipo. Contudo ainda sdo necessarios
estudos com tempos de cultura maiores para avaliacdo de genotipo,
senescéncia celular e comprimento dos teldmeros.

A expressdo associada de genes chaves no processo de
indiferenciacdo das células-tronco, como Oct-4, Sox-2 e Nanog deve ser
amplamente investigada na caracterizacdo das CTLA, visto que somente
estes trés juntos sao responsaveis pelo controle de mais 2.000 outros genes.
Os primeiros trabalhos que reportaram a existéncia de células-tronco no
liguido amnidtico (Prusa et al.,, 2003; Tsai, 2004) limitavam-se na
caracterizacdo apenas pela expressdo do gene Oct-4, mas é sabido por
outros estudos que este gene, além de apresentar varias isoformas, sendo
que algumas delas ndo tém papel na manutencdo da indiferenciacao,
também é expresso em células adultas diferenciadas (Zangrossi et al. 2007).

A classificagcdo proposta pela Sociedade Internacional de Terapia
Celular (Horwitz, 2005) a respeito da definicho de células-tronco

mesenquimais baseia-se em trés critérios o que, muitas vezes, gera davidas,
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visto que estas propriedades sugeridas também séo encontradas em outras
células que nas as células-tronco (Haniffa, 2009). Para melhor caracteriza-
las, além de avaliar o potencial de adesdo a superficie, nos também
utiizamos um painel longo de anticorpos primarios marcados com
fluorocromos para pesquisa de proteinas de membrana por citometria de
fluxo. Este painel praticamente excluia a presenca de células de origem
hematopoéticas (CD14, CD34 e CDA45 positivas) contaminantes na amostra
de LA e valorizava a presenca das proteinas de adeséo tipicas de células
mesenquimais como CD29 e CD44. Diferentemente da maioria dos
trabalhos com CTA, nds caracterizamos 0s ensaios de diferenciacao celular
nao somente pelas coloracdes tradicionais, mas também pela expresséo de
genes tipicos encontrados em cada tecido originado, fato que aumenta a
credibilidade dos resultados encontrados. Outro aspecto importante avaliado
neste trabalho foi a expresséo dos genes de indiferenciacdo celular discutido
anteriormente.

As CTLA confirmaram sua plasticidade através de ensaios de
diferenciacdo em varios tipos celulares realizados conforme protocolos
descritos na literatura (Pittenger, 1999). A diferenciacdo condrogénica
mostrou-se capaz de ser realizada também em placas de cultura e néo,
somente, em tubos conicos como mostrado na maioria dos trabalhos. A
producéo de colageno do tipo Il, tipico de tecido cartilaginoso, foi semelhante
nos dois materiais de cultivo utilizados. A expressédo génica de syndecan e
perlecan, duas moléculas de glicosaminoglicanas encontradas na matriz

extracelular da cartilagem corroboraram este achado. A presenca do fator de
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crescimento TGF-beta | no meio indutor de diferenciacdo é indispensavel
neste protocolo em acordo com pesquisas de outros autores (Worster et al.,
2001; Bai et al., 2005). No protocolo adipogénico, a insulina apresenta
grande importancia na diferenciacao visto que € capaz de ativar a expressao
de um grande numero de genes apos se ligar a receptores da membrana
celular (Meisler e Howard, 1989). As células diferenciadas passaram a
expressar o receptor PPAr-gama que atua principalmente no metabolismo de
lipides e glicose e a enzima lipoproteina lipase que hidrolisa triglicerideos e
acidos graxos e os armazena no interior dos adipdcitos. A dexametasona,
um hormonio glicocorticoide, também se mostrou indispensavel visto que foi
adicionada em todos os protocolos de diferenciacdo em tecidos
mesenquimais. Acreditamos que as CTLA apresentem varios receptores de
glicocorticoides (GR) em sua membrana que interagem com este hormonio
promovendo a ativacdo de inumeros genes relacionados com o
comprometimento a diferenciacdo celular.

A diferenciacao neurogénica das CTM com obtencao de células neurais
funcionais em cultura provoca muita discussdo e requer, portanto uma
caracterizacdo mais ampla, visto que as sugestivas mudancas fenotipicas
(prolongamentos citoplasmaticos) avaliadas podem ser causadas por
possiveis efeitos de osmolaridade e toxicidade gerados pelo DMSO e pelo
beta-mercaptoetanol (Neuhuber, 2004). A avaliagcdo da expressdo de certos
genes, como nestina e CD133 para tal caracterizacdo também é pouco
segura ja que estes sdo igualmente expressos em outros tecidos, ndo se

tratando, portanto de marcadores especificos. Outro fato a ser considerado &
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gque o RNA mensageiro transcrito a partir destes genes pode néo estar
sendo traduzido em uma proteina funcional. Para uma caracterizacdo mais
fidedigna faz-se necessaria a avaliacdo de parametros eletrofisiolégicos,
como canais de sédio e potassio voltagem dependentes, acumulo de calcio
citossolico, potencial de membrana junto a uma extensa analise fenotipica e
estudo de proteinas especificas.

No que diz respeito a capacidade imunomoduladora, outra importante
caracteristica das CTM, as CTLA também chamam a atencéo, por estarem
situadas no ambiente materno-fetal que se apresenta imunologicamente
privilegiado. Além do mais, as células-tronco fetais expressam altos niveis de
HLA-G, uma molécula do tipo | ndo-classica pertencente ao Complexo de
Histocompatibilidade Principal humano que desempenha um papel crucial na
inducdo do estado de tolerancia do feto semialogénico pelo sistema imune
materno (Nauta, 2007). Outro ponto favoravel é a presenca de altas
concentracbes de progesterona disseminadas no liquido amnidtico que
promovem uma maior expressdo de HLA-G. Fazem-se necessarias aqui
investigacdes para comprovar de fato este potencial imunossupressor das
CTLA que provavelmente seja superior agueles encontrados em outras
fontes de células tronco adultas. Comprovado isso, as CTLA seriam células
promissoras no tratamento de doencas autoimunes, como a doenca do
enxerto versus hospedeiro, diabetes tipo |, esclerose mdltipla, etc. (Aiuti,
2007; Wang, 2009).

A cultura de células-tronco, bem como na terapia celular em geral,

necessita do congelamento para que estas possam ser preservadas a longo
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prazo e utilizadas no futuro em outros ensaios in vitro e in vivo. Porém
quando se trata da criopreservacdo de células-tronco, o tipo de
congelamento e os criopreservantes utilizados devem ser escolhidos
acertadamente para evitarem morte celular, efeitos colaterais ao receptor
transplantado e, principalmente, a diferenciacdo destas células o que
inviabilizaria o seu uso. Trabalhos como o de Sputtek e colaboradores, em
1997, demonstraram uma diminuicdo no potencial clonogénico de células-
tronco sanguineas bem como uma grande perda da integridade da
membrana apos o processo de congelamento e descongelamento. Com este
intuito este trabalho testou também dois tipos de congelamento (padréo e
gradual) e diferentes criopreservantes intra e extracelulares para a
estocagem das CTLA em nitrogénio liquido.

Utilizamos dois dos principais protocolos de congelamento celular: o
primeiro, o qual denominamos de padréo, foi realizado sempre manualmente
com resfriamento gradativo feito em geladeira, freezer -80C e, em seguida,
nitrogénio liquido; o segundo chamado de gradual foi todo mecanizado com
taxas de resfriamento programaveis antes do acondicionamento em Noa.
Entretanto, nds verificamos que ndo houve diferencas estatisticamente
significantes quanto a viabilidade das CTLA ap0s o congelamento de 3 e 6
meses entre o0s dois métodos. Talvez um aumento no tempo de
congelamento destas células possa apontar um método preferencial. Com
os resultados de momento resolvemos padronizar o método padrdo como o
de escolha para as CTLA visto que se trata de um protocolo de simples

execucao e economicamente mais viavel do que o método gradual.
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Quanto aos criopreservantes utilizados, podemos notar uma maior taxa
de viabilidade pos-descongelamento e menor tempo de recuperacao (tempo
para atingir confluéncia) com o uso de DMSO na concentracdo de 10%. O
fato de esta substancia ser utilizada também para uma possivel
diferenciacdo neuronal ndo foi confirmado visto que as CTLA congeladas
com ele mantiveram seu estado indiferenciado e plasticidade apds o
descongelamento. Isto pode estar relacionado ao fato de que as células
apos serem descongeladas eram lavadas com o préprio meio de cultura
para retirada do excesso de criopreservante que poderia afetar o progresso
das culturas. Com isso restavam quantidades infimas de DMSO no meio de
cultura. Concluimos que este lavado prévio ao plagueamento € de grande
valia, visto que praticamente elimina o crioprotetor celular sem prejudicar as
células e evita possiveis efeitos colaterais que as mesmas possam causar
guando injetadas em pacientes ou modelos animais.

O (glicerol, outro criopreservante intracelular, vem em seguida ao
DMSO quando se trata do tempo de recuperacdo com alta viabilidade
celular. Nota-se, que ambos agentes que apresentaram os melhores
resultados sdo aqueles que penetram nas células evitando, sobretudo, a
formacao de cristais de gelo. O glicerol, contudo, € um criopreservante de
dificil manuseio por apresentar uma alta viscosidade.

Sucrose e trealose, agentes criopreservantes extracelulares,
proporcionaram baixas taxa de viabilidade e, consequentemente, longos

tempo de recuperacdo celular em cultura. Provavelmente, estes dois
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compostos ndo foram capazes de evitar a formacéo de cristais de gelo no
interior das células resultando em uma grande taxa de morte celular.

Sob outro aspecto, verificamos que todos os criopreservantes utilizados
mantiveram a expressdo dos genes de indiferenciacdo Oct-4 e Nanog, nédo
alteraram significativamente a presenca dos marcadores de membrana e
nem a plasticidade das CTLA que foram capazes de se diferenciar em tecido
0sseo mesmo depois de congeladas como demonstrado no trabalho de
Kotobuki et al., 2005. Cremos que 0 pouco tempo de contato entre as
células-tronco e os criopreservantes proporcionado durante as etapas pré e
pos-congelamento contribuiram na manutencédo das caracteristicas chaves
das CTLA. Estudos recentes com a utilizacdo de ambos os tipos de
criopreservantes simultaneamente, intra e extracelulares, oferecem bons
resultados na manutencao de células-tronco embrionarias e hematopoéticas
como mostrado por Rodrigues, 2008, tornando-se uma opg¢ao para a
criopreservacao.

Com a confirmacédo do liquido amniético como nova fonte de células-
tronco mesenquimais, o0 melhor entendimento das caracteristicas
apresentadas pelas mesmas e a padronizacdo das técnicas de isolamento,
cultivo, diferenciacdo e congelamento fica possivel caminhar a passos largos

rumo a aplicacao clinica destas células.
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CONCLUSAO

A partir de tudo que foi exposto e com base nos objetivos iniciais

propostos para este trabalho, concluimos:

1. O liqguido amniético humano possui células-tronco mesenquimais
passiveis de serem coletadas através da técnica de amniocentese no
segundo trimestre de gestacao e isoladas em cultivo;

2. O melhor meio de cultura para isolamento e cultivo das células-tronco do
liguido amniotico que favorece sua rapida expansdo sem interferir na
plasticidade celular € o a-MEM suplementado com 20% de soro fetal bovino
e 1% de antibioticos. As células-tronco do liquido amnidtico apresentam alta
taxa de proliferacdo in vitro e ndo desenvolvem gendtipo maligno até a
terceira passagem em cutura;

3. As CTLA expressam o0s genes de indiferenciacdo Oct-4, Sox-2 e Nanog;
apresentam também positividade para marcadores de membrana tipicos
como CD29, CD44, CD90 e CD105, enquanto ndo possuem 0s antigenos
hematopoéticos: CD14, CD34 e CD45. Confirmando sua plasticidade séo
capazes ainda de se diferenciar em células da linhagem osteogénica,

adipogénica, condrogénica e neurogénica;

4. Ndo h& diferenca estatisticamente significativa na viabilidade celular
obtida pelos métodos padrao e gradual de congelamento das CTLA apés 3 e
6 meses. Dentre os criopreservantes avaliados, as melhores taxas de

viabilidade e de crescimento poés-congelamento foram obtidas com o
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dimetilsulféxido (DMSO) a 10%, embora todos os crioprotetores analisados
tenham sido capazes de preservar o estado de indiferenciacdo e as demais
caracteristicas das CTLA, incluindo a expressdao de Oct-4, plasticidade

celular e marcadores de membrana.
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