SERGIO ALOISIO DUARTE

Estudo das células mesenquimais do
liquido amnidtico em meio de cultura

suplementado por soro fetal bovino ou humano

Tese apresentada a Faculdade de Medicina

da Universidade de Séao Paulo para

obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncias

Area de Concentragao: Obstetricia e Ginecologia

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Zugaib

Sao Paulo

2009



Dados I nter nacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

Oreproducao autorizada pelo autor

Duarte, Sergio Aloisio
Estudo das células mesenquimais do liquido amnidtico em meio de cultura

suplementado por soro fetal bovino ou humano / Sergio Aloisio Duarte -- Séo
Paulo, 2009.

Tese(doutorado)--Faculdade de M edicina da Universidade de S&o Paulo.
Departamento de Obstetricia e Ginecologia.

Area de concentraggo: Obstetricia e Ginecologia.

Orientador: Marcelo Zugaib.

Descritores: 1.Céulas-tronco mesenquimais 2.Liquido amni6tico 3.Expresséo
génica 4.Diferenciacéo celular 5.Imunofenotipagem

USP/FM/SBD-070/09




DEDICATORIA




Dedico este estudo

as gestantes, por vezes inseguras e ansiosas que
depositam em nossas maos, a esperanca de tratamento

para os males que afligem o produto de seu amor;

a meus pais José Luiz e Venturosa, meus irmaos
Eduardo e José Luiz Filho, € minha esposa Elaine,

eternos incentivadores e espectadores entusiasmados;

as minhas filhas, Fernanda, Carolina e Mariana, os
melhores presentes de Deus.



AGRADECIMENTOS




Agradeco, especialmente,

ao Professor Doutor Marcelo Zugaib, Professor Titular de
Obstetricia do Departamento de Obstetricia e Ginecologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
meu orientador, ndo sé pela oportunidade concedida a
realizacado deste trabalho, mas, sobretudo pelo exemplo de
lideranca e honestidade, no dia-a-dia da Clinica Obstétrica,

nesses 25 anos de convivio.



Agradeco, especialmente,

- ao Professor Doutor Dario de Oliveira Fauza, Professor Associado de
Cirurgia da Harvard Medical School, pesquisador admiravel, que me
estimulou a estudar as células do liquido amniético, permitindo meu

acesso a seu laboratério e a suas pesquisas;

- ao Professor Doutor Sérgio Paulo Bydlowski, lider de extrema
capacidade profissional e cientifica, agradeco a confianca em minha
sugestdo de trabalho, e a oportunidade concedida, recebendo-me em
seu laboratorio;

- ao Professor Doutor Seizo Miyadahira, professor e amigo especial,
desde minha residéncia médica, pelo exemplo de ética, profissionalismo

e profundo conhecimento cientifico.

- a Professora Doutora Roseli Mieko Yamamoto Nomura, exemplo de
retiddo de carater, amiga pessoal e pesquisadora impar, professora no

termo exato da palavra;

- ao Professor Dr. Victor Bunduki, sincero, amigo, profundo conhecedor
de Medicina Fetal, que tudo fez para a realizacdo deste projeto,

ensinando e colaborando;

- ao Professor Dr. Souhbi Kahhale, sempre pronto a incentivar, exemplo

de generosidade e amizade verdadeira.

- ao Professor Dr. Roberto Eduardo Bittar, amigo de longa data, pela

compreensao, estimulo e exemplo;

- ao Doutor Marco Antonio Borges Lopes, grande amigo, sincero,
participante maior deste projeto, pela orientacdo precisa, ensinamento

constante e apoio em todos os momentos;



a Doutora Rossana Pulcineli Vieira Francisco, pela competéncia e

sabedoria, sempre disposta a ajudar, minha grande admiracao;

ao Doutor Rodrigo Ruano, meu amigo pessoal, verdadeiro pesquisador,

pelas suas maos o ambiente fetal foi-me descortinado;

a Adriana de Aguiar Debbes, amiga de todas as horas, parceira de
laboratério, guiou-me, desde o inicio do projeto, literalmente, em todas as
etapas do cultivo celular;

a Débora Levy, do Laboratério de Investigacdo Médica 31, pelas

orientacdes e conselhos;

ao Dr. Nilton Takiuti, pela participacdo na banca da qualificacado e pela

ajuda no Laboratério de Investigacdo Médica 57;

ao Dr. Silvio Martinelli, pela participacdo na banca de qualificacao e

pelos comentarios contrutivos;

a pos-graduanda Rita de Cassia Cavaglieri, parceira sempre ética e
colaborativa, pela dedicacdo, extrema organizacdo e total
comprometimento, sugerindo, incentivando e apoiando, em todas as

fases do projeto;

ao pés-graduando Felipe de Lara Janz, pelo companheirismo e

dedicacao;

ao amigo Eduardo Jorge Pimenta, pela colaboracdo e companheirismo.



Agradeco

- as gestantes envolvidas neste trabalho, que entenderam nosso propésito

e, gentilmente, forneceram o material necessario a sua realizacao;

- aos assistentes da Clinica Obstétrica do HCFMUSP, que sempre
ofereceram ajuda quando duvidas existiram e, em especial, aos do Setor
de Medicina Fetal que muito me ensinaram e, também, colaboraram nas

amniocentes realizadas;

- a equipe do Laboratério de Investigacdo Médica 31, da FMUSP, pela
colaboracéo irrestrita em todas as fases do projeto;

- as técnicas do Laboratério de Investigacdo Médica 57, da FMUSP, isis
Paloppi Correa e Salet Terezinha de Souza, pelo apoio;

- a equipe do Laboratério de Investigacdo Médica 10, da FMUSP, pelo
apoio na preparac¢ao do soro humano;

- a equipe do Laboratério de Investigacdo Médica 59, da FMUSP, em
especial, & Prof. Dra. Elia Garcia Caldini e Marcelo Ferreira Alves, pela

colaboragéo na andlise morfolégica das células;

- a equipe do Laboratério de Investigacdo Médica 19, da FMUSP, em
especial, a Dra. Verbnica Coelho e Carolina Lavini Ramos, pela

colaboragédo na imunofenotipagem;

- aequipe do Laboratério de Imunopatologia do Servico de Hematologia da
Divisdo de Clinica Médica | — HCFMUSP, em especial, a Dra. Juliana
Pereira, Graciela Aparecida Brocardo e Carla Rosa de Godoy, pela

colaboragé@o na imunofenotipagem;



a equipe do Laboratorio de Bioengenharia do Instituto do Coragéo do
HCFMUSP, em especial, as engenheiras Idagene Aparecida Cestari e
Helena Taeko Tanaka Oyama, pela colaboracao no projeto;

ao pessoal de enfermagem da Clinica Obstétrica do HCFMUSP, tanto
das Enfermarias, do Ambulatério e do Centro Obstétrico e, em especial, a
Enfermeira-chefe Terezinha Hideco Tase e Sra. Maria Aparecida Pereira
Domingues, que ndo mediram esfor¢cos para que este trabalho fosse

realizado;

ao pessoal administrativo da Clinica Obstétrica do HCFMUSP, que tudo

fizeram para apoiar o projeto;

a equipe do Laboratério de Investigacdo Médica 39, especialmente, ao
Sr. Rogério Ruscitto do Prado, pela colaboracao na analise estatistica.

ao Professor Dr. Chao Lung Wen e a equipe do Projeto Homem Virtual,
da Disciplina de Telemedicina da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo, pela colaboracéo;
aos colegas da Pés-Graduacao, pelo incentivo e ajuda inestimavel;

ao CNPq, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnolégico, pelo apoio financeiro ao projeto.



VOVOWYV QVOEIS 1TPOL

“vis medicatrix naturae”

Hipocrates (460 a.C — 377 a.C.)



Esta tese esta de acordo com:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals
Editors (Vancouver)

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Servigo de Biblioteca e
Documentacgéo. Guia de apresentacao de dissertagbes, teses e monografias.
Elaborado por Annelise Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi,
Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso,
Valéria Vilhena.

Sao Paulo: Servico de Biblioteca e Documentacéao; 2005.

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals
Indexed in Index Medicus.



SUMARIO




SUMARIO

Lista de abreviaturas, siglas e simbolos
Lista de figuras

Lista de graficos

Lista de tabelas

Resumo

Summary

1 INTRODUGAO ... .ot sesssnssessssssssssssssssassnssssssassssanas 1
1.1 Medicina Fetal........oooommiiieieeiieeeeeees s s s nnnnee 4
I 0= [0 = E= (o T o 7
1.3 Células-tronco MesenqUIMaIS.......ccoeemmmmrrrirssssssssnmmnnssssssssssssssmmssssnnns 9
1.4 Células-tronco mesenquimais fetais ..........ccccviiiirsmmmnnnnnnnnnseeeen 14
1.5 Células-tronco mesenquimais do liquido amniotico............ceeeuueeees 18

2 OBUJETIVOS. ...t rrsces s rsce s s scs s rs s s rsmn s s s s mns s snmnsnsnnns 37

<3011 1 25 0] 0T 0 1 T 39
3.1 Material.... ..o s 41
R T2 0 ¢ 1 (=1 ¢ To T [T Lo 1 1= To 2 41
3.3 Critérios de eXClUSAO0 .........ccccrrmmmmmmmriinnnssssse s 41
3.4 Coleta das amostras de liquido amnidtico..........ccccrrrrecmrriicccnnnnne 42
3.5 Preparacao do SOro humano ..........ccccciiriccmmsinsssmss s ssmse e 43

3.6 Contagem celular em hemocitometro e analise de viabilidade

CelUIAr ... 45

BTN A I 4 o =3 4T Vo= Lo 46
3.8 Isolamento e cultivo das células mesenquimais do liquido

£= 0.1 01 o) (o o J 47

3.9 Ensaios com as células mesenquimais do liquido amnidtico........ 48

3.9.1 Avaliacao da expansao celular em cultura...........cccceevvveennes 48

3.9.2 Avaliagdo da morfologia das células............ccccceeeriiiiiiiinneen. 49

RS RS (49101 aTo] (=T a o] 1] oF=To [=] 1 o FE R RRRRRRRRRRRRRRRN 51

3.9.4 DifEreNCIAGAD ....evvvvrrrrrrereiieieiiiiiitirereeesansesessssssnnssnnssnnnnnnnnnnes 53



3.9.4.1 OStEOQENICA ..eevvieiiiiiiiiieeeee e 53

3.9.4.2 CoNArOgENICA ...ceeeeeeieieciiiieeeee e 54

3.9.5 Analise da expressao géNiCa .......cceeeeeeiiiieeeieieeeeeeeeeeeeeeee 55

3.10 Calculo do tamanho amostral........ccccccceecccecmcmmemrrressssssssceeee e 58

3.11 Caracteristicas das amostras de liquido amniético ................... 58
3.12 Analise estatistiCa..........cccervemmmmmrriinnnns . 59

4 RESULTADOS. ... oeeirrrcerrmessrnes s ssessssmssssmnsssnnsssnmssssmsssnnnsnnnn 61

4.1 Isolamento e cultivo das células mesenquimais do liquido
£= 1.1 01 o) (o o 62

4.1.1 Avaliagdo da expansdao das CMLAs em cultura, com

meio suplementado por soro humano ou soro fetal
070 V71 o TR 65

4.1.2 Avaliagao da viabilidade celular das CMLAs em cultura,
suplementada com soro humano ou soro fetal bovino.......... 67

4.1.3 Avaliagdo morfolégica das CMLAs em cultura,

suplementada com soro humano ou soro fetal bovino.......... 68

4.1.4 ImMUuNOfENOLIPAGEM ...eeiiiiiiiiiiiiiieiiiieite et eeeeaeeeaees 70

4.1.5 DIfEreNCIAGAD ......uvuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiirieseinaeenenanneannensnneeeennnnennne 72

4.1.6 Andlise da exXpreSSE0 gENICA .....uuurieerriiiiiiiiiieieeee e 74

5 DISCUSSAOD......comrurererertressssssssssesesessssssssssssssssssssssssasasssenens 76
5.1 Consideragcoes iNiCIaIS .......cceemerrrirsmsrrnssssmns s snanes 77

5.2 Amostragem, desenho do estudo e métodos utilizados.......... 78

5.3 Ensaios com as células mesenquimais do liquido
£= 111101 £ o o T 85
5.3.1 Expanséao das células mesenquimais do liquido
amnidtico em CUlUIa .......uveeeeiieeeeeeee e, 85

5.5.2 Morfologia das células mesenquimais do liquido

=101 0110 ] (1T o J SRR 88
5.3.3 ImMunofenotipagem............uueeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 89
5.3.4 DiferenCiaCan ........cceeeeeeiiiiiiiiiieeeee e 90

5.3.4.1 Diferenciacdo osteogénica..........ccccuvveeeeeeeeennnnnes 90



5.3.4.2 Diferenciagdo condrogénica ..........ccccceeeeeeeeeennnnee 92

5.3.5 EXPressao gNICa...ccuuuuiiiiiiiiiiiiiieeee e e e 94

5.4 Consideracoes €liCaSs ......ccciurrrmmrrrnissmssrnsssse s e 96

E TR Y o] [T Voo T 98

5.6 Consideracoes finais .......ccccuurrmrrriirmmrinssssr s 103

6 CONCLUSOES.........ooiimrerereeeccesssssesesesesssssssssasesesesesasas 105
7 ANEXOS. ... eeeeeerrr e rrcce e s s s e s rnmm s e e s s mm e e e r e mmm s 107
ANEXO A s s s s e e s 108
Y3 | =0 = 111
ANEXO C...ceeemrrrcersssss e sssme s s s e ss e s s s s s sssme s e s smne e mnnessmnesasamns 112
ANEXO D...cooceircersmersssssesssmessssssssssme s ssssnesssmssesssnssassmssessnnssasanns 116
ANEXO E.....ooiiiemrrsms s s s s s s s s ssms e smns snssmns 117

S REFERENGCIAS. ... eceeeeeeeeeeeeesseesssssessssesssnsesssnessssnsessnnsessnees 119



LISTAS




LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

%

Hg
um
UM
ATV
CD
cDNA

cm

cm
CMEMs
CMLAs
CO:z
DEPC
D-MEM

DP
EGFP
FDA
FITC
FMUSP

g/L
GALC
GFAP

porcentagem

micrograma

micrémetros

micro-mol

versene-tripsinap

do inglés, cluster differentiation

do inglés, complementary desoxiribonucleic acid

centimetro

centimetros quadrados

células mesenquimais estromais multipotentes
células mesenquimais do liguido amniético
diéxido de carbono

dietilpirocarbonato

do inglés, minimum essential medium eagle — Dulbecco
modification

desvio-padrao

do inglés, enhanced green fluorescent protein

do inglés, Food and Drug Administration

do inglés, fluorescein isothiocyanate

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
constante de aceleracao gravitacional

gramas por litro

do inglés, galactosylceramidase

do inglés, glial fibrillary acidic protein

horas



HCFMUSP

HLA
fe[€
iPS
KDR
LacZ
LIF
Log10

MALDI-TOF-MS

MEM
mg/mL
mL

mM
mMSC
MSCGM
NANOG

NEFH
NES
NEUNAG0
NIH

NLS
NOD/SCID

°C
OCT-4

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo

do inglés, Human Leucocyte Antigen
imunoglobulina da classe G

do inglés, induced Pluripotent Stem Cell

do inglés, kinase insert domain receptor
gene repérter, que codifica a B-galactosidase
do inglés, leukocyte inhibitory factor
logaritmo na base 10

do inglés, matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectometry

do inglés, minimum essential médium eagle
miligramas por mililitro

mililitro

mili-mol

do inglés, mature mesenchymal stem cell

do inglés, Mesenchymal Stem Cell Grow Médium

do inglés, nanog homeobox, em referéncia a Tir Nan Og
(the land of the young)

do inglés, neurofilament, heavy polipeptide 200kDa
do inglés, nestin

do inglés, neuronal nuclear antigen A60

do inglés, National Institute of Health

do inglés, nuclear localization signal

do inglés, non-obese diabetic severe combined
immunodificiency

graus Celsius

do inglés, octamer 4



ORF

PBS

PE

rom
RPMI-1640
RS
RT-PCR

SFB
SH
SOX2

SSEA4
Stro-1
TGF-B1
TTF1
TUBB3
Ul/mL
a-MEM

pMg/mL

do inglés, Open Reading Frame

do inglés, phosphate buffered saline

do inglés, phycoeritrin

rotacdes por minuto

do inglés, Roswell Park Memorial Institute-1640
do inglés, recycling stem cell

do inglés, Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction

soro fetal bovino
soro humano

o mesmo que SRY box2, do inglés, sex determining
region Y-2

do inglés, stage specific embryonic antigen 4
do inglés, stromal cell surface antigen 1

do inglés, transforming grow factor — beta 1
do inglés, thyroid transcription factor

do inglés, tubulin, beta3

unidades internacionais por mililitro

do inglés, minimum essential médium eagle — alfa
modification

microgramas por mililitro

microlitro



Figura 1 —

Figura 2 -

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

LISTA DE FIGURAS

llustracao de proposta de terapia fetal baseada em células
do liquido amnidtico obtidas por amniocentese de segundo
trimestre, isoladas, expandidas e diferenciadas in vitro e
posteriormente transplantadas no feto. A — feto no utero; B
— amniocentese; C — cultura e expansao; C1 — células
mesenquimais do liquido amniético em cultura; D —
diferenciacao e inoculacdo em bioprétese para posterior
transplante fetal; D1 — cartilagem; D2 — células em

bioprétese; D3 — células 6sseas; D4 — 0SSO......ccceveveeeeeeeeennn.

Diagrama de Venn, demonstrando o numero de gens

regulados pelos transcritos OCT-4, NANOG e SOX2 ............

Cinética das células mesenquimais do liquido amniético
em cultura suplementado por soro fetal bovino,
observando-se adesdo inicial das células ao frasco,
crescimento em colénias, confluéncia celular, producao de
material amorfo extracelular, e organizagdo celular em

MUIICAMAAAS ..o

Cinética das ceélulas mesenquimais do liquido amnibtico
em cultura suplementada por soro humano, observando-se
adesado inicial das células ao frasco, crescimento em
colbnias, confluéncia celular, producao de material amorfo

extracelular, e organizacao celular em multicamadas............

Células mesenquimais do liquido amniético em cultura,
com meio suplementado com soro fetal bovino, afiladas,

com aspecto fibroblastéide, organizando-se em colbnias.......

Células mesenquimais do liquido amniético em cultura,
com meio suplementado com soro humano, afiladas, com

aspecto fibroblastdide, organizando-se em colénias..............

Células mesenquimais do liquido amniético, dos grupos B
e H, visualizadas pelo microscépio eletrénico, com mesma
ampliacdo (6000X), demonstrando maior numero de
vacuolos lipidicos cheios, naquelas suplementadas com

SH e

Histogramas da aquisicdo, pelo citdmetro de fluxo, das
células mesenquimais do liquido amnidtico, cultivadas em
meio suplementado com soro humano, demonstrando as
caracteristicas de expressao dos antigenos de superficie

AESSAS CAIUIAS - e



Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 -

Figura 13 —

Histogramas da aquisicao, pelo citdmetro de fluxo, das
células mesenquimais do liquido amnidtico, cultivadas em
meio suplementado com soro fetal bovino, demonstrando
as caracteristicas de expressdo dos antigenos de

superficie dessas CEIUIAS .........uuvuveeiiriiiieiiiiieiieeaas

Microscopia otica, invertida, corando o caélcio produzido
pelas células derivadas das células mesenquimais do
liquido amnioético, em cultura, com meio suplementado
com soro humano e com soro fetal bovino, demonstrando

diferenciacao 0StE0gENICA . ......ooiiuiiiiiiieeie e

Microscopia o6tica, invertida, corando, discretamente, a
fosfatase alcalina, demonstrando diferenciacao
osteogénica das células derivadas das células
mesenquimais do liquido amnidtico em cultura, com meio

suplementado com soro humano e soro fetal bovino..............

Microscopia otica, demonstrando condrécitos e lacunas
condrocitarias, corados por hematoxilina, derivados das
células mesenquimais do liquido amnidtico, em cultura,
com meio suplementado com soro humano e soro fetal

D OVINO - e

Eletroforese em gel de agarose 2% demonstrando bandas
de expressdao dos genes NANOG, OCT-4 e SOX2 nas
células mesenquimais do liquido amniético, das cinco
amostras do grupo B, das cinco amostras do grupo H, do
controle negativo de contaminacao das solugdes, controle
positivo de expressdo, N-TERA-2, controle negativo de

expressan, MRC-5.........ueeeeeieeeeeeeeevee e eannannnnanes



Grafico 1 —

Grafico 2 —

Grafico 3 —

Grafico 4 —

Grafico 5 —

LISTA DE GRAFICOS

Perfil médio do crescimento em log10 e erros padrao das
células mesenquimais do liquido amniético, em cultura,
quando suplementado com soro humano e com soro fetal
DOVINO, @18 0 142 Ai...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 66

Perfil médio do crescimento em log10 e erros padrao das
células mesenquimais do liquido amnidtico, em cultura,
com indculo inicial de 1 000 células, quando suplementado
com soro humano e com soro fetal bovino, até o 14°dia...... 113

Perfil médio do crescimento em log10 e erros padrao das
células mesenquimais do liquido amniético, em cultura,
com indculo inicial de 5 000 células, quando suplementado
com soro humano e com soro fetal bovino, até o 14°dia...... 114

Perfil médio do crescimento em log10 e erros padrao das
células mesenquimais do liquido amniético, em cultura,
com in6culo inicial de 10 000 células, quando
suplementado com soro humano e com soro fetal bovino,
L ( o T I o = 115

Perfil médio do crescimento em log10 e erros padrdo das
células mesenquimais do liquido amniético, em cultura,
com in6culo inicial de 15 000 células, quando
suplementado com soro humano e com soro fetal bovino,
oL O I o [ = 116



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

LISTA DE TABELAS

Caracteristicas dos primers utilizados para a analise da
expressao dos genes NANOG, SOX2 e OCT-4, das
células mesenquimais do liquido amnidtico ........ccccceeeeeeeeennnees 57

Descrigdo do crescimento médio em logiy e desvio-
padrao, das células mesenquimais do liquido amniético,
em cultura, com indculo inicial de 5.000 células, quando o
meio foi suplementado com soro humano e com soro fetal
bovino, até o 14° dia, demonstrando, dia a dia, a média de
crescimento celular, o desvio padrdo e o numero de
amostras da analiSe ..........ueeeeiiiiiiiiicceee e 65

Descricao da viabilidade das células mesenquimais do
liquido amniético, em meio, com soro fetal bovino e
humano e o resultado da comparagéao entre elas.................... 67

Médias das porcentagens de expressdao dos diferentes
antigenos de superficie das células mesenquimais do
liquido amnid6tico, em meio de cultura suplementados com
soro humano ou soro fetal bovino, no gate da citometria de
FIUXO e 71

Tabela de comparacdo entre a expressdo dos genes
NANOG, OCT-4 e SOX2 nas cinco amostras de células
mesenquimais do liquido amnidtico do grupo B
(complementado com soro bovino), além do controle
negativo de RNA (branco), para analise da contaminacao
do preparado; N-TERA-2, como controle positivo; e as
células MRC-5, como controle negativo da expressao

Tabela de comparacdo entre a expressdo dos genes
NANOG, OCT-4 e SOX2 nas cinco amostras do grupo H
(complementado com soro humano), além do controle
negativo de RNA (branco), para analise da contaminacao
do preparado; N-TERA-2, como controle positivo; e as
células MRC-5, como controle negativo da expressao
[0 T<] = O PPREPRR 111

Tabela de comparagdo entre a concentracdo dos
componentes dos meios de cultura celular Minimum
Essential Medium Eagle, modificacdo a do Minimum
Essential Medium Eagle e modificagdo Dullbecco do
Minimum Essential Medium Eagle, utilizados em ensaios
de isolamento e expansao das células mesenquimais do
lHQUIAO @mMNIGLICO. ....eiiiiieii i 117



RESUMO




RESUMO

DUARTE SA. Estudo das células mesenquimais do liquido amnidtico em
meio de cultura suplementado por soro fetal bovino ou humano [tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 179 p.

Malformacgdes fetais sdo importantes causas de O6bito fetal e mortalidade
infantil. A medicina regenerativa apresenta-se como a terceira modalidade
terapéutica fetal. Células obtidas do liquido amniético mostram-se como
opcao preferencial em terapia celular por sua alta taxa de proliferacédo in
vitro, habilidade de autorrenovagcdo e potencial multilinhagem. Para uso
clinico, € recomendavel a exclusdo de material animal ndo humano do meio
de cultura dessas células, prevenindo reacdes imunes, transmissdo de
prions, bactérias e virus. O soro fetal bovino € componente usual do meio de
cultura dessas células. Sua substituicdo por soro humano previne essas
possiveis consequéncias. O objetivo deste trabalho foi estudar células
obtidas do liquido amniético, em meio de cultura suplementado por soro fetal
bovino ou humano e compara-las. Foram avaliadas seu isolamento e
cultivo, padrdao de crescimento, morfologia, imunofenétipo, capacidade de
diferenciacao osteogénica e condrogénica, e caracterizou-se a expressao
dos genes OCT-4, NANOG e SOX2. Foram analisadas amostras
provenientes de cinco gestantes, obtidas por amniocentese de segundo
trimestre, indicadas por idade materna avangada. As células do liquido
amniotico, apds centrifugacao, foram colocadas em frasco de cultura com
meio a-MEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (grupo B) ou soro
humano (grupo H). Ao atingirem 70% de confluéncia, foram tripsinizadas e
expandidas. Apés a terceira passagem celular foram separadas aliquotas do
grupo B e H para avaliacdo de seu potencial de expansado, por meio da
construgcao de curvas de crescimento celular para diferentes indculos iniciais
(1.000, 5.000, 10.000 e 15.000 células). Sua morfologia foi avaliada por
microscopia Otica através da coloracdo de Leishman e por microscopia
eletrénica. A analise do imunofenétipo das células dos dois grupos foi
realizada por citometria de fluxo, analisando-se os marcadores de superficie:
CD14, CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD90, CD105, CD106, CD117 e
CD133. A diferenciacao osteogénica foi realizada pelo acréscimo ao meio de
cultura de fosfato-2-ascorbato e B-glicerofosfato, comprovada pela producéo
de calcio pelas células, coradas pela Alizarina e visualizagdo da Fosfatase
Alcalina nas células. A diferenciacdo condrogénica foi realizada pelo
acréscimo ao meio de cultura de dexametasona e TGF-B1, comprovada pela
andlise histologica apds coloracdo pela hematoxilina-eosina. Avaliou-se a
expressao génica dos transcritos OCT-4, NANOG e SOX2, por RT-PCR das
células dos dois grupos (B e H), comparadas aos controles celulares MRC-5
e NTERA-2 cl.D1. Observou-se alta taxa de expansdo, sem diferenca
significativa entre os grupos (p=0,715), mesmo considerando-se a evolucao
dia-a-dia (p=0,681) e a alta viabilidade celular, com média de 94% nos dois
grupos (p=0,686). A analise morfolégica das células dos dois grupos revelou
aspecto mesenquimal tipico, com crescimento celular em cultura também
tipico dessa linhagem. Ao microscoépio eletrdnico, observou-se maior numero



de vacuolos lipidicos naquelas células do grupo H. A imunofenotipagem
demonstrou marcagao positiva para linhagem mesenquimal e negativa para
outras linhagens. Ocorreu diferenciagdo osteogénica e condrogénica e
expressao dos transcritos OCT-4, NANOG e SOX2. Nao houve diferenca
significativa nos aspectos estudados, entre os grupos B e H. Concluiu-se
que essas células, isoladas do liquido amnidtico, apresentam caracteristica
de facil isolamento, alta taxa de proliferacdo, aspecto morfolégico e
imunofendtipo mesenquimal, capacidade de diferenciacdo osteogénica e
condrogénica, expressando os transcritos OCT-4, NANOG e SOX2,
associados a pluripoténcia celular, tanto em meio suplementado por soro
fetal bovino como por soro humano.

Descritores:1.células-tronco mesenquimais 2.liquido amniotico 3. expressao
génica 4.diferenciagéo celular 5.imunofenotipagem
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DUARTE SA. Study of the mesenchymal cells of the amniotic fluid in a
culture medium supplemented with bovine fetal or human serum [thesis]. Sao
Paulo. “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2009. 179p.

Fetal malformations are a significant cause of fetal death and infant mortality.
Regenerative medicine is presented as a third therapeutic method. Cells
obtained from the amniotic fluid are seen to be an option of choice for cell
therapy because of their high rate of in vitro proliferation, power of self-
renewal and multi-lineage potential. For clinical use the exclusion of non-
human animal material from the culture medium of these cells is to be
recommended, thus precluding immune reactions and the transmission of
prions, bacteria and viruses. Bovine fetal serum is a normal component of
the culture medium of these cells. Its replacement by human serum
precludes those possible consequences. The objective of this present study
was investigation into the cells obtained from the amniotic fluid, in a culture
medium supplemented with bovine fetal or human serum, and compare
them. Their isolation and culture, growth rate, morphology, immune
phenotype and osteogenic and chondrogenic capacity were assessed and
the expression of the OCT-4, NANOG and SOX2 genes was characterized.
Samples taken from five pregnant women by amniocentesis during the
second trimester, recommended by virtue of advanced maternal age, were
analyzed. The cells of the amniotic fluid, after centrifugation, were placed in a
culture flask with an a-MEM medium supplemented with 20% of bovine fetal
serum (group B) or human serum (group H). After attaining 70% confluence
they were trypsinized and expanded. After the third cellular passage they
were separated into quotas of groups B and H for assessment of their
expansion potential, by means of the construction of cellular growth curves
for the different initial inocula (1,000, 5,000, 10,000 and 15,000 cells). Their
morphology was assessed by optical microscopy by means of Leishman’s
staining and electron microscopy. The analysis of the immune phenotype of
the cells of the two groups was undertaken by flow cytometry, the surface
markers CD14, CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD90, CD105, CD106,
CD117 and CD133 being analyzed. The osteogenic differentiation was
undertaken by the addition of ascorbate-2-phosphate-2 and -
glycerophosphate to the culture medium and proved by the production of
calcium by the cells, stained with Alizarin, and visualization of the Alkaline
Phosphatase in the cells. The chondrogenic differentiation was brought
about by the addition of dexamethasone and TGF-B1 to the culture medium
and demonstrated by histological analysis after staining with hematoxiline-
eosine. The genic expression of the OCT-4, NANOG and SOX2 transcripts
was compared with the control cells MRC-5 and NTERA-2 cl.D1 by the RT-
PCR of the cells of the two groups (B and H). A high expansion rate was
observed, with no significant difference between the groups (p=0.715), even
when the day-to-day progress (p=0.681) was taken into consideration, and
high cell viability, with an average of 94% in the two groups (p=0.686). The



morphological analysis of the cells of the two groups presented a typical
mesenchymal aspect, with cell growth in the culture also typical of this line.
Under the electron microscope, a greater number of lipid vacuoles were
observed in the cells of the H group. The immune phenotyping presented a
positive marking for the mesenchymal line but a negative one for the others.
Osteogenic and chondrogenic differentiation occurred as also did expression
of the transcripts OCT-4, NANOG and SOX2. There was no significant
difference, as regards the aspects studied, between groups B and H. It is
concluded that these cells isolated from the amniotic fluid were characterized
by ease of isolation, a high rate of proliferation, mesenchymal morphological
aspect and immune phenotype, capacity for osteogenic and chondrogenic
differentiation, expressing the transcripts OCT-4, NANOG and SOX2, both in
the medium supplemented with bovine fetal serum and in that with human
serum.

Drescriptors: 1.mesenchymal stem cells 2.amniotic fluid 3.gene expression
4 cell differentiation 5.immunophenotyping
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A vida humana inicia-se no ventre materno. Erros de desenvolvimento
podem ocorrer na constante multiplicacdo e diferenciacdo celular que
resultara no organismo adulto. O ambiente intrauterino, pelo efeito
multiplicador e pela imaturidade fetal, € o ambiente ideal para o tratamento
desses desvios de formacdo. O uso de células, a mesma ferramenta
empregada pela natureza, na formacao, manutencdo e reparo do tecido
humano, oferece vantagens 6bvias. O liquido amnio6tico é fonte de células
fetais, podendo ser obtido precocemente na gestacdo. Portanto, a terapia
fetal, baseada em células do liquido amniético, parece alternativa

interessante e viavel (Figura 1).
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Figura 1 -

llustracdo de proposta de terapia fetal baseada em células do
liquido amniético obtidas por amniocentese de segundo
trimestre, isoladas, expandidas e diferenciadas in vitro e
posteriormente transplantadas no feto. A — feto no Utero; B —
amniocentese; C — cultura e expansao; C1 — células mesenquimais
do liquido amnidtico em cultura; D — diferenciagéo e inoculagéo em
bioprétese para posterior transplante fetal; D1 — cartilagem; D2 —
células em bioprotese; D3 — células dsseas; D4 - 0sso
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1.1 MEDICINA FETAL

A raiz latina de Obstetricia, obstare, nao sé traduz presenca,
contemplacao ante a vida que surge, mas também conduta préativa. Do
episddio solitario, a semelhanca dos animais, passando por Séfora e Fua, a
Tocologia aliou o instinto e a experiéncia das mulheres mais velhas ao
conhecimento e a razdo'. De Coés, Alexandria, até as escolas de hoje; de
Hipocrates, Avicena até os professores modernos, 0s conceitos e condutas
na gestacao e parto foram se estabelecendo. O conhecimento expandiu-se
muito durante os séculos e a necessidade de maior especializacao fez surgir
novo ramo, a Medicina Fetal. De inicio, munida do olhar privilegiado (a
ultrassonografia), a Medicina Fetal estudou a fisiologia e o desenvolvimento
do feto. Ampliou-se a identificacdo de varios defeitos genéticos e néao
genéticos no feto, varios desses, passiveis de deteccdo pré-natal®. Barrow
descreve a histéria das malformacoes fetais e relata que Aristételes sugere,
muito antes da ideia de se colocar o feto como paciente, que alteragcdes no
desenvolvimento do embrido seriam causa de defeitos congénitos®. Muito se
progrediu desde entdo, sobretudo nos ultimos 25 anos, triplicando-se o0s
padrdes reconhecidos de defeitos congénitos?.

Além disso, hoje se conhece mais os efeitos potenciais de varias
drogas, agentes quimicos e ambientais. Defeito congénito é definido como
toda anomalia funcional ou estrutural do desenvolvimento do feto decorrente

de fator originado antes do nascimento, seja genético, ambiental ou
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desconhecido, mesmo quando o defeito ndo for aparente no recém-nascido
e s6 se manifestar mais tarde*®.

Mais de 20% dos fetos malformados serdo abortados
espontaneamente. Dos que conseguirem chegar ao parto, 3%-5%
apresentardo malformacdo, sendo esta importante causa de mortalidade
infantil e de mortalidade geral. Em 1997, foram responsaveis diretamente por
cerca de 495.000 mortes em todo o mundo, respondendo por 5% da
mortalidade infantil e relacionando-se com 20% da mortalidade geral’®.

Nos paises desenvolvidos, a proporcdo de mortes no primeiro ano de
vida, relacionada aos defeitos congénitos, tende a ser elevada, mesmo com
o declinio da mortalidade por estes defeitos nas ultimas décadas. Nos
Estados Unidos da América, os defeitos congénitos representam a principal
causa de morte no primeiro ano de vida. A proporcdo de mortes infantis
atribuiveis aos defeitos congénitos nos paises em desenvolvimento, em
média, ndo difere muito dos paises desenvolvidos®. Na América Latina e no
Caribe, varia entre 2% e 27%, refletindo as grandes disparidades regionais,
aumentando proporcionalmente na medida que outras causas de morte sao
controladas'®"?,

No Brasil, os defeitos congénitos constituem a segunda causa de
mortalidade infantil, determinando 11,2% destas mortes'*. A associagéo de
defeitos congénitos com a mortalidade perinatal constitui também
preocupacao atual, uma vez que eles associam-se aos Obitos fetais e
aqueles ocorridos no primeiro més de vida. Na verdade, em algumas regides

do mundo, as malformacdes representam a primeira causa de O&bitos
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neonatais, respondendo por 25% das mortes no periodo, superando a
prematuridade (associada com 20% dos 6bitos)’.

Ao buscar solugdo para alteracbes fetais, responsaveis pela
mortalidade descrita acima, a medicina fetal, inicialmente, com transfusdes,
derivagbes, cirurgias a céu aberto e fetoscopia minimamente invasiva,
tentava, quando a intervencao fosse possivel, se ndo interromper o curso
natural da doenca, ao menos, minimizar seus efeitos deletérios'>'®. Na
grande maioria das vezes, entretanto, o tratamento definitivo dessas
alteracdes fetais hoje, ou inexiste, ou ndo se mostra vantajoso antes do
parto.

Além das duas técnicas terapéuticas tradicionais, terapia
medicamentosa e cirurgia, imagina-se, entdo, uma terceira modalidade
terapéutica fetal, a medicina regenerativa tdo precoce quanto possivel, por
meio de transplantes, sejam eles de células, tecidos ou até 6érgaos, a
chamada terapia de base celular.

Em principio, a célula ideal é aquela de facil acesso e manipulacao,
além de uso multiplo; sempre na dependéncia da correcao desejada. Das
células do organismo, seja na vida intrauterina ou extrauterina, um grupo
chama a atencao por suas caracteristicas inerentes, préprias de ferramenta

de reparacao e construgao — as células-tronco.
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1.2 CELULAS-TRONCO

Classicamente, as células-tronco sao definidas por trés propriedades
fisiologicas: a) capacidade de autorrenovacdo (habilidade de gerar no
minimo uma célula-filha com caracteristicas similares as da célula mae);
b) capacidade de se diferenciar em mudltiplas linhagens celulares;
c) capacidade de reconstituir funcionalmente tecido lesado em ser vivo'’"'®.

Nao ha consenso entre os diversos autores sobre os limites dessa
definicdo'®, sobretudo no que diz respeito & autorrenovacdo ilimitada e
capacidade de diferenciacdo em varias linhagens celulares®. A diferenca
fundamental é se estabelecer como célula-tronco apenas aquelas que
possuem as caracteristicas estritas descritas inicialmente ou, também
aquelas que podem estar parcialmente ou, totalmente, relacionadas a
determinada linhagem celular e possuem capacidade de autorrenovacgao
limitada. Esse segundo tipo seria classificado como célula progenitora®'.

As células-tronco podem ser classificadas, conforme com seu potencial
de diferenciacdo ou pela sua origem. Quanto a primeira classificacao, sao
ditas totipotentes quando podem dar origem ao embrido e aos tecidos extra-
embrionarios em condicoes propicias (suporte materno). Sao pluripotentes
quando podem dar origem as células dos trés folhetos embrionarios
(ectoderma, endoderma e mesoderma), mas nao dao origem ao embrido ou

aos tecidos extra-embrionarios?’. Sdo multipotentes quando d&o origem a

quatro ou mais linhagens celulares®.
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Quanto a origem, sao classificadas em células-tronco embrionarias e
células-tronco adultas. As células-tronco embrionarias sdo as derivadas da
massa celular interna do blastocisto. Em meio adequado, podem se
proliferar indefinidamente, mantendo seu potencial de diferenciacdo em
todos os tecidos do organismo em desenvolvimento®*'.

Muitos fatores podem colaborar para que ocorra a diferenciacdo das
células-tronco embriondrias em cultura, tais como a densidade celular,
composigcao do meio de cultura, fatores de crescimento e a dose e qualidade
do soro fetal utilizado. A eficiéncia do processo de diferenciagcdo também se
relaciona com esses fatores, por vezes favorecendo determinada linhagem,
em especial®>. As células-tronco embrionarias, em cultura, representam
alternativa interessante, com aplicacao potencial em inUmeras doencgas.
Possuem caracteristicas bastante atrativas, quando comparadas as células-
tronco adultas, pois podem crescer indefinidamente em cultura apropriada,
além de gerar ampla série de tipos celulares e permitir manipulagéo genética
mais facil. Por outro lado, sua utilizacdo apresenta dificuldades geradas
pelos questionamentos éticos de sua obtencdo e seu potencial de
desenvolvimento de tumores®.

Em contraste, as células-tronco adultas podem ser encontradas em
diferentes tecidos do feto e do adulto; podem proliferar apenas por um
namero limitado de geracdes, e sua resposta a sinais de diferenciacao
diminui ap6s cada geracdo. Formam um reservatorio de células
indiferenciadas que permanecem no individuo adulto e que estdo envolvidas

na reposicdo celular e no reparo dos 6rgaos e tecidos por toda a vida?®.
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As primeiras células-tronco bem caracterizadas foram as
hematopoiéticas. J4 em 1940, sabia-se que na medula 6ssea existiam
células indiferenciadas responsaveis pela reposicao das células maduras do
sangue. Sao raras (menos de 1 em 100.000 células da medula 6ssea). O
impulso para seu estudo aconteceu logo apés a Segunda Guerra Mundial,
nos estudos de radiagédo e transplante da medula 6ssea, culminando com a
realizacdo do primeiro transplante alogénico em 1968%%%. A partir de entéo,
houve grande expansdo dos estudos sobre as células-tronco
hematopoiéticas. Seu uso foi ampliado apés ser isolada também do sangue
de cordao umbilical e placentario e do sangue periférico, ap6s mobilizacao
do reservatério medular®.

A medula éssea contém, também, uma populagdo bastante rara de
células, as células-tronco mesenquimais, capazes de se diferenciarem em
diversas linhagens celulares, como os condrdcitos, os ostedcitos, o0s

adipécitos e os tendcitos®”.

1.3 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Conforme Prockop e colaboradores® e Fehrer e colaboradores®, foi
sugerida sua existéncia em 1867, por Julius Cohnheim e demonstrada na
metade do século XX, na medula 6ssea’, e no baco*'. Iniciaimente foi
chamada de CFU-F (do inglés, colony forming unit fibroblast) pela
capacidade de formar coldnias similares aos fibroblastos*?. Mais tarde, de

célula-tronco mesenquimal, pelo potencial de diferenciacdo em uma série de
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células nao-hematopoiéticas*®. Em 2005, foi proposto, pela International
Society for Cellular Therapy, chamar de células mesenquimais estromais
multipotentes (CMEMSs), aquelas de aspecto fibroblastoide, isoladas de
diversos tecidos, com caracteristica de adesao ao plastico do frasco de
cultura, crescimento em colénias e capacidade de diferenciacado
mutipotencial. Reserva-se a designacao células-tronco mesenquimais para
aquelas que preencham os critérios especificos de célula-tronco**.

A sua origem é controversa, embora seja razoavel supor que descenda
da célula pluripotente fetal, persistindo durante toda a vida*. Apéia tal
hipoétese, o encontro de maior concentracdo de CMEMs em gestacao
precoce®, diminuindo com o decorrer da gestacao, provavelmente, dirigindo-
se de seu sitio de origem para os tecidos fetais*’. Sao ainda encontradas em
tecido materno, mesmo apés a gestacio, participando de reparo tecidual*®

50

Classicamente, no ser humano, a CMEM foi descrita na medula

51;52 53;54.

Ossea’ %, embora ja tenha sido isolada do sangue periférico®>"; e de outros

tecidos e 6rgaos, como do pulmao®, do rim*, do tecido adiposo®’, do tecido

|59;60

muscular esquelético®, da membrana sinovial®**° e da cartilagem articular®’,

do endotélio e subendotélio das veias®®®®, da vilosidade coridnica da

placenta® e do sangue de corddo umbilical e placentario®®’, do cordao

70;71

umbilical®, de tecidos fetais*®®®, da membrana amniética”®’", e do liquido

amnioético’> ",
As CMEMs apresentam-se como células fibroblastéides alongadas e

fusiformes, com nulcleo eucromatico, oval, grande e central e citoplasma
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abundante, a microscopia de fase. Observam-se cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso dilatadas, vacuolos lipidicos cheios ou vazios, corpos
lisossomais e grande quantidade de poliribossomos e ribossomos livres
citoplasmaticos, além de filamentos de actina bem organizados em suas
extremidades, & microscopia eletrénica’. Ocorre transicdo da morfologia
das células durante o cultivo’®, de células alongadas tornam-se células
grandes, achatadas e largas, com proliferacdo lenta®. Coram-se pela
fosfatase alcalina, sudan-black, colageno |V, fibronectina e ndo se coram
pela esterase. Expressam em niveis variados os marcadores CD73, CD105,
CD166 e Stro-1, ndo expressam CD14, CD34, CD45 (marcadores celulares
hematopoiéticos) nem CD31, KDR (marcadores celulares endoteliais)’’*"®.
Elas compartilham antigenos expressos por multiplas linhagens celulares™.

Em cultura, essas células apresentam trés fases de crescimento: a)
inicial, com duracdo de 3 a 4 dias, logo ap6s o plagueamento, com
crescimento celular muito lento; b) logaritmica, durante as primeiras
passagens, com crescimento acelerado; c) plateau: inicia-se quando a célula
atinge a senescéncia e perde a capacidade de expans&o®®®'.

Apoés cultivo celular em baixa densidade, elas originam col6nias®.
Presume-se que estas colbnias sejam derivadas de uma Unica célula
precursora®. Podem ser expandidas por mais de 50 vezes quando
plaqueadas em baixa concentracdo celular (1,5 células/cm?), e menos,

quando plaqueadas em concentracdes maiores®'. Sdo necessarias de 24 a

33 horas para duplicacdo celular durante a fase de crescimento

83,84 45;80;85

logaritmico™"*", com capacidade de duplicacao de 4 a 50 vezes
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Apresentam proliferagdo mais rapida em altas concentracdoes de soro
fetal bovino, porém, a velocidade de crescimento diminui proximo a
confluéncia das colénias no frasco de cultura®.

Normalmente, mantém normal seu cariétipo e nao perdem a atividade
da telomerase. Contudo, no cultivo extenso, ocorre uma parada na
proliferacdo celular, com sinais evidentes de senescéncia e/ou apoptose*’©®,
por um encurtamento progressivo do telémero, secundario a perda
progressiva da atividade da telomerase®’.

Essas células classificam-se pela citometria de fluxo em trés subtipos
de acordo com o tamanho e a complexidade interna: a) células pequenas e
agranulares - RS1 (do inglés, recycling stem cell); b) células pequenas e
granulares - RS2; c¢) células grandes e moderadamente granulares - mMSC
(do inglés, mature mesenchymal stem cell). As células granulares
encontram-se com ciclo celular ativo. As células RS2 aparecem por primeiro
e expandem-se na primeira fase do cultivo. Na segunda fase, de
crescimento logaritmico, diminuem em numero, e as mMSC proliferam-se
rapidamente. Ao final desta fase, as células RS2 desaparecem, e as células
RS1 expandem-se®'.

Aproximadamente 10% das CMEMs em cultura encontram-se nas
fases S + G2 + M, e a maioria na fase G0-G1 do ciclo celular®, sugerindo
alta competéncia em se diferenciar*’. Podem se distinguir em osteoblastos,
condrdcitos, adipécitos, tendcitos, midcitos, cardiomiécitos, células neurais e
endoteliais’®""8%%81% Og eventos celulares e moleculares associados &

diferenciagao ainda nao foram esclarecidos. A analise do nivel da expressao
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génica por RT-PCR (reacdo em cadeia de polimerase pela transcriptase
reversa) demonstra que a diferenciacao acontece de acordo com o estimulo
aplicado, na linhagem a qual foi induzida, mas ndao em células que
expressam multiplas linhagens®’.

As CMEMs apresentam propriedades imunossupressoras e indutoras
de tolerancia, o que pode ser positivo se pensarmos em sua aplicacado em
terapia celular. Sdo mediadas pela interagdo com os linfécitos, envolvem a
diferenciacao das células T CD4+ em um fenoétipo regulatério, a secrecao de
citocinas pelas células T efetoras e células NK (do inglés, Natural Killer),
inibicao da diferenciacdo dos mondcitos em células dendriticas, inibicao das
células T alorreativas e da ativacao preferencial de células T com fenétipo
regulatério/supressor, inibicdo da proliferacdo, da quimiotaxia e da
diferenciacdo das células B em células secretoras de anticorpos**’.

Pelas suas caracteristicas, como o facil isolamento e cultura, amplo
potencial de diferenciacdo, producao de citocinas e fatores de crescimento
importantes na regeneracao celular, as CMEMs mostram-se candidatas
ideais para uso em medicina regenerativa®'®. Podem ser transplantadas
por duas vias, o implante local e a inoculacao sistémica, com migracao para
o local da lesdo. Em ambos os casos, agem na regeneragao dos tecidos®’.

Estudos isolados de implante local dessas células para tratamento de
defeitos 0Osseos, cartilaginosos, isquemia vascular arterial e outros, com
sucesso, necessitam de confirmacdo por estudos duplos-cegos
randomizados’”*®”. Ocorre migracdo das CMEMs, para o local da lesdo, apés

injecao intravenosa das mesmas, em tratamento para enfarte do miocardio,
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isquemia cerebral e fratura 6ssea, embora com migracdo diminuida no
cultivo in vitro”’. A inoculagéo intrauterina das CMEMs, em modelo animal de
osteogénese imperfeita, proporciona enxertia das mesmas nos 0ssos, com
reducdo de dois tercos das fraturas em ossos longos. Em humanos, sua
inoculacdo em portadores de osteogénese imperfeita causa enxertia, das

mesmas, em sitios 6sseos, com diminui¢do significativa de fraturas'®’"'%, E

factivel seu uso em terapia génica®"'*®

, com facil transducdo, por uma
variedade de vetores®, na correcdo de erros inatos do metabolismo'® ou

para favorecer a expressao de genes suicidas na terapia anticancer' '°.

1.4 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS FETAIS

O feto apresenta-se como potencial fonte para a terapia celular, pois
pelo estado indiferenciado de suas células, quando transplantadas podem
crescer, migrar e estabelecer conexdes funcionais com as outras células'".

A maioria das células fetais proliferam mais rapidamente, em meio de
cultura, quando comparadas as células apés o nascimento'''"'°. Este efeito,
porém, ndo é uniforme a todas as linhagens celulares''#""*119120 Tampém,
respondem melhor aos estimulos ambientais que células maduras'’.
Sobrevivem melhor com menores niveis de tensdo de oxigénio, resistindo
melhor & hipéxia em meio de cultura'. Algumas células fetais, como as
hematopoiéticas, resistem melhor a criopreservacdo em comparacao as
células maduras''"1?%1%3  As células mesenquimais fetais apresentam menor

chance de rejeicao em aplicacdoes alogénicas, em implantes xenélogos, sdo
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124-128

melhor toleradas Produzem altos niveis de fatores tréficos e

angiogénicos, 0 que aumenta sua possibilidade de crescimento apds o

129 o até dos tecidos vizinhos. Observa-se o fenémeno, mesmo

implante
quando ndo se demonstra a enxertia dessas células'.

O uso de células fetais na terapia celular & vantajoso pelo fato de se
tratar a doenca antes que se estabelecam lesdes definitivas. A coleta, tao
logo seja feito o diagnostico da doenca, permite o cultivo e expansao, em
paralelo a gestacdo, para utilizacdo o mais precoce possivel, seja por
inoculacao direta, terapia génica ou confeccao de enxerto autélogo.

Existem tentativas de aplicagdes terapéuticas, utilizando-se células
fetais desde o inicio do século passado. O primeiro transplante de tecido
fetal documentado em humanos aconteceu, em 1922, com enxertia de
glandula adrenal fetal em paciente portador de Doenca de Addison'®'. Em
1928, células pancreaticas fetais foram transplantadas em tentativa de
tratamento de diabete melito'?. Em 1957 pela primeira vez foi instituido um
programa de transplante de medula éssea fetal'>.

Recentemente, ainda que experimental, células fetais tém se mostrado

134-140

Uteis no tratamento de doencas neuroldgicas , sindrome de Wiskott-

Aldrich'"*2 " aplasia e hipoplasia timica'*®'*, doencas hematoldgicas

111;141;145-148 141;142;149 108

, neuroblastoma , osteogénese imperfeita .
O primeiro relato do uso de células fetais, em associagdo com matrizes
de polimeros biodegradaveis, data de 1987. Células fetais de figado,

intestino e pancreas, formando neotecidos, foram implantadas de modo

heter6logo e heterotépico, com sucesso, exceto naquele com células
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pancreaticas' . Observa-se interesse crescente na utilizacdo das células
fetais em engenharia tecidual, para correcdo de diversos defeitos
Congénitos97;112;113;119;120;150-152.

O uso terapéutico de células fetais era limitado pelo fato de sua
obtencado ocorrer pelo aproveitamento de células ou tecidos obtidos de

abortamentos'®

, levando, as vezes, a contaminacdo da amostra; ou entao
por bidpsia fetal direta ou por via videofetoscopica, podendo causar
complicagbes maternas e fetais, tais como trabalho de parto prematuro,
rompimento das  membranas  ovulares, infeccdo e  lesdes
iatrogénicas'?*"**1%°. Novos métodos de obtencdo de células fetais tentam
contornar esses problemas. O sangue periférico materno apresenta-se como
fonte com menor risco fetal, porém oferece pequena quantidade de células
fetais, frequente contaminagcdo com células maternas e dificil expansao
celular™®'°,

Outras fontes incluem células da placenta, do sangue fetal, do liquido
amnioético, do corddao umbilical e da membrana amniética. As duas ultimas
fontes, citadas acima, mostram-se exiremamente valiosas, embora
apresentem como desvantagem o fato de sé poderem ser acessadas no
momento do parto, inviabilizando a coleta e expanséao celular em paralelo a
gestacdo’"1%%1%’  Apresentam pluripoténcia e capacidade de se diferenciar

em células neurais e em hepatdcitos'®® "7

, com emprego em modelo animal
de tratamento de isquemia cerebral e lesdo medular e como vetores em
terapia génica para o figado'’®"'"3. As trés primeiras fontes citadas acima

apresentam como vantagem o fato de poderem ser acessadas ainda no



Introducao 17

decorrer da gestacao, fazendo parte da propedéutica normal, sobretudo
quando uma malformagdo é diagnosticada pela ultrassonografia. A
cordocentese e a bidpsia vilo-corial, embora sejam fontes importantes de
células fetais'™, apresentam risco maior de perda fetal, quando comparadas
a amniocentese'”> "7, Esta é a técnica preferencial para a obtencdo de
células fetais em rotina diagndstica em medicina fetal, realizada entre 16 e
18 semanas. Atualmente, é o método invasivo antenatal mais seguro. Em
estudo classico do Instituto Nacional Americano de Saude e
Desenvolvimento Infantil, de 1976, que analisou 1.040 mulheres submetidas
a amniocentese, mostra-se risco de perda fetal de 3,5%, e de 3,2% no
controle'”®. Em estudo colaborativo europeu, embora em pacientes muito
mais velhas e com maior paridade que o controle, verifica-se taxa de perda
fetal de 0,2 a 1,6%'"°. Em estudo colaborativo canadense'®, mostra-se taxa
de perda fetal direta relativa a amniocentese, de 0,5%, taxa esta aceita por
varios autores.

Apesar da larga e bem estabelecida utilizacao do liquido amniético, e

de suas células, em diagnéstico pré-natal de rotina citogenética, de seu

2
|181 |18 .0

estudo para avaliacédo da vitalidade fetal ' e maturidade pulmonar feta

conhecimento atual a respeito da origem e propriedades destas células é

|imitad0183-187 188



Introducao 18

1.5 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DO LiQUIDO AMNIOTICO

O liquido amniético contém quantidade muito grande de células em
suspensao, populacao celular esta variavel com a fase da gestacao e traduz
as mudancas na formacao do liquido amnioético e da maturacao fetal e de
seus anexos'®*.

No primeiro trimestre de gestacao, o liquido amniético é formado pela
passagem passiva de liquidos pela membrana amniética, difusédo simples e
transporte ativo de solutos, podendo ser considerado um ultrafiltrado do
sangue materno; além de descamacado de células da vesicula vitelina, do

189190 & ainda do

embrido e posteriormente do feto'®*'®°  talvez da placenta
amnion™'. Entre a 172 e a 20% semana de gestacdo, acontece a
queratinizacao da pele fetal, fazendo com que a degluticdo e diurese fetal
adquiram papel importante na formacdo do liquido amniético’™. Uma
importante fonte adicional de fluido amniético é a secrecao a partir do trato
respiratorio' %, As excrecdes do trato gastrointestinal do feto, conquanto
nao volumosas, também participam da composicao do fluido amniético'#®'7.
Células desses compartimentos participam do pool encontrado no fluido
amniotico. Varia-se o espectro de células no liquido amniético quando existe

defeito aberto fetal, como do tubo neural ou do abdome'8418°,

Com uma origem tao variada de células, pode-se inferir a presenca de
células-tronco embrionérias, germinativas e adultas em suspensao no liquido

amniaotico.
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Em dois trabalhos pioneiros, observa-se a presenca de células

198199 que confirma a hipétese de origem

mesenquimais no liquido amnidtico
mesenquimal de uma parcela de células do liquido amniético, sugerida pela
anélise de producdo de coladgeno por essas células®®. Confirma-se a origem
mesenquimal de células do liquido amniotico pela constatacdo de que essas
células, tanto quanto os fibroblastos expressam HLA Classe | (HLA-ABC),
mas nao apresentam Classe Il (HLA-DR)?*'.

A primeira observacao de células progenitoras no liquido amniotico
ocorreu em 1993, com a deteccao de células nucleadas, arredondadas e
pequenas, antes da 122 semana de gestagdo, identificadas como células-
tronco hematopoiéticas, possivelmente provenientes da vesicula vitelina?®?,

Em 1996, sugere-se a presenca de células de linhagem nao
hematopoiética, com potencial multilinhagem, no liquido amniético, e
demonstra-se a conversdo miogénica destas®®®. Também se confirma a
origem fetal das células mesenquimais, coletadas do liquido amniotico e
cultivadas in vitro, por meio da tipagem molecular dos antigenos

leucocitarios humanos (HLA)?*.

Ampliam-se os achados anteriores, com a descricdo de células
embrionarias e fetais dos trés folhetos germinativos no liquido
amniético184;185;205;206.

Encontra-se também atividade de telomerase, relacionada a
pluripotencialidade, em células nativas e em cultura de liquido amniético de
14 semanas®’, além de maior comprimento dos teldmeros, quando

comparadas com as CMEMs de medula 6ssea?%®2%°.
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Demonstram-se  precursores neurais e células neuronais
diferenciadas®'®, mesmo em gestacdes em que ndo ocorre defeito aberto de
tubo neural. Tais células expressam, ao lado de marcadores mesenquimais,
outros relacionados a células neuronais, como NES (do inglés, nestin),
TUBBS (do inglés, tubulin beta 3), NEFH (do inglés, neurofilament heavy
polipeptide 200kDa), NEUNAG60 (do inglés, neuronal nuclear antigen A60),
GALC (do inglés, galactosylceramidase) e GFAP (do inglés, glial fibrillary
acidic protein)?'".

No liquido amnidtico, outras células sao identificadas embora em

muito pequeno numero (1% das obtidas pela amniocentese)'>'2%6:212

que
expressam OCT-4, stem cell factor, vimentina, fosfatase alcalina, NANOG
(do inglés, nanog homeobox), SSEA4 (do inglés, stage specific embryonic
antigen 4), CD34 (do inglés, cluster differentiation 34), CD105 (do inglés,
cluster differentiation 105), CD117 (do inglés, cluster differentiation 117) e
atividade de telomerase, normalmente, marcadores de células-tronco

85;206;210;213-217

embrionarias, embora ndo exclusivas dessas . Diferente das

células-tronco embriondrias, elas ndo desenvolvem teratocarcinomas,
quando implantadas?®'®2'°,

Uma classificagao das células que se obtem do liquido amniético une
critérios morfolégicos, bioquimicos e de crescimento celular®®. Sao
classificadas em: células tipo E (epitelidides), derivadas da pele e urina fetal;
células tipo AF (do inglés, amniotic fluid), especificas do liquido amniético,
produzem estrogeno, progesterona e gonadotrofina coribnica humana, sao

derivadas do amnion e trofoblasto®?; células tipo F (fibroblasticas),
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derivadas do tecido conectivo fetal. Células tipo AF e E aparecem no inicio
da cultura celular, as células tipo F aparecem em um segundo tempo, e s6
as do tipo AF e F persistem, enquanto que as do tipo E regridem??'.

Em trabalho pioneiro, foi identificado um tipo celular com
caracteristica de rapida proliferagdo, com positividade para vimentina, actina
de musculo liso (SMA), citoqueratina 8 e 18 e proteina de superficie de
fibroblastos (FSP), e negatividade para desmina e CD31; e confirma-se

descender de linhagem mesenquimal (fibroblastica/miofibroblastica)??%22°,

Para essas células, outros meios de isolamento e cultura sdo descritos’3%?*;
além do que se demonstra que a baixa tensdo de oxigénio no meio de
cultura facilita seu desenvolvimento clonogénico®®. Elas permanecem
dipléides, in vitro, mesmo apés 250 duplicagdes®'®. Em condi¢ées de cultura
com meio nutricional sub6timo, a deficiéncia nutricional resultante induz a
formacao de agregados celulares, em multicamada, por provavel perda de
inibicdo de contato, por fim, senescéncia. Nesse caso, também sao
observadas alteracdes de cariétipo e poliploidia®®®.

Estas células sdo comparadas com outras, obtidas por técnica
minimamente invasiva, do tecido celular subcutaneo fetal e do adulto, para
comparacdo de proliferacdo in vitro. Conclui-se que, elas proliferam
significativamente mais rapido em meio de cultura, que as outras células
semelhantes, fetais e de adulto®®%%?®, Além disso, apresentam o mesmo
potencial de expansdo, mesmo quando coletadas por ocasido do parto’*%?’,

tornando-se senescentes somente apds 27 passagens, por um periodo

maior que 8 meses em cultura’. Mantém capacidade proliferativa ap6s 32
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anos de criopreservacdo®. Demonstram também capacidade de aderéncia
em bioprétese de polimeros de acido poliglicélico e derme humana
acelular®®.

As células mesenquimais do liquido amni6tico (CMLAs) apresentam
maior capacidade de expansao que células-tronco mesenquimais derivadas
de outras fontes, como da medula éssea neonatal e de adulto e do cordao
umbilical”®??®, Enquanto as CMLAs atingem 3 milhdes de células em 9 dias,
as CMEMs da medula 6ssea expandem-se para quatrocentos mil células,
em condicdes semelhantes de cultura e plaqueamento®.

Em cultura, as CMLAs de ovinos, apresentam a caracteristica de
diminuicdo de imunogenicidade, a medida que o numero de passagens

celulares é aumentado®®. As CMLAs humanas apresentam a propriedade

de inibir em cultura a proliferacdo dos linfcitos T2%.

O fendtipo das CMLAs ¢é bastante semelhante as células
mesenquimais de outros tecidos, como aquelas originadas da medula 6ssea
e do cordao umbilical. Expressam os antigenos de superficie da membrana
celular CD29, CD44, CD90 e CD105. Nao expressam CD31, caracteristico
de ceélulas endoteliais, e CD34 e CD45, caracteristicos de células
hematopoiéticas. Quanto ao CD73, alguns relatos demonstram expressao

nessas células®'?2°

, enquanto outros monstram expressao somente nas
células derivadas da medula 6ssea e nao nas derivadas do liquido
amnidtico’?73:85:224:228:231232  Egge mesmo padrdo de imunofenétipo, do tipo

mesenquimal, € mantido pelas CMLAs apds isolamento, expansao,

criopreservacio e descongelamento depois de 5 meses®.



Introducao 23

A analise protedmica das CMLAs em cultura, pelo método MALDI-
TOF-MS (do inglés, matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectometry), revela 261 proteinas diferentes, e quando se compara
com a analise proteébmica das CMEMs de medula 6ssea em cultura,
observam-se 124 proteinas comuns, 137 relacionadas somente as CMLAs e
51 relacionadas somente as CMEMs de medula 6ssea®”®. A maioria das
proteinas, originadas das duas fontes celulares, estdo relacionadas
funcionalmente ao crescimento e manutencao das células, e ao metabolismo
celular, porém aquelas originadas das CMLAs apresentam proteinas que se
referem a proliferagcdo e manutencdo celular que ndo sao identificadas
naquelas originadas das CMEMs da medula 6ssea®®’.

Quanto a possibilidade de criopreservacao das CMLAs, observa-se
que podem passar pelo estagio de obtencao pela amniocentese, isolamento
€ expansao, criopreservacao e posterior descongelamento para uso futuro,
por 5 meses, tempo normalmente decorrido entre a amniocentese e 0 uso
perinatal, sem perder suas caracteristicas de expansao, viabilidade e
imunofendtipo.

S6 recentemente, foram observados relatos a respeito do potencial de

diferenciacdo dessas células’>%%*

que persiste durante toda a gestacéo,
mesmo quando essas células sdo coletadas por ocasido do parto”.

CMLAs de ovinos podem se diferenciar, em meio indutor, a
progenitores miogénicos?**. Quando infectado por vetor retroviral contendo

MyoD, gene que regula a miogénese, induz diferenciagdo muscular, com a

formacao de miotlbulos e expressao de proteinas especificas, como a
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distrofina®®. Outro estudo também mostra diferenciacdo miogénica em
CMLAs de camundongos em meio indutor, porém ndo em todas amostras®*.

CMLAs humanas diferenciam-se em neurbnios, hepatécitos,
fibroblastos, adipdcitos, ostedcitos, midcitos e condrécitos quando em meio

facil itad0r73;21 0;219;223;224,;228;237-239

Descreve-se, ainda, manutengdo de
potencial de diferenciacéo naquelas criopreservadas por 32 anos®.

No entanto, questiona-se um fato importante. O liquido amniético é
fonte de células monopotenciais, ja comprometidas com determinada
linhagem, quando induzida, diferenciam-se somente em linhagem
prédeterminada ou apresentam células multipotenciais ainda nao
comprometidas com nenhuma linhagem, isto é, a mesma célula pode,
dependendo do estimulo, diferenciar-se em células das trés linhagens
germinativas?

Em 2007, foi adicionado importante dado que confirma e amplia
estudos anteriores sobre a diferenciacdo das CMLAs. Pela marcacao das
células com um vetor retroviral, demonstra-se que uma unica célula pode se
diferenciar em seis linhagens diferentes, adipogénica, osteogénica,
miogénica, endotelial, neurogénica e hepatica®'®. A diferenciacdo dessas
células em hepatécitos apresenta importante aplicacdo em insuficiéncia
hepatica, e foi realizada em estudo, de 2008, comparando-se com a
diferenciacdo das CMEMs da medula éssea, mostrando superioridade das
primeiras neste aspecto, com expressdo maior de marcadores especificos
hepaticos, além de taxas mais altas de proliferacdo e autorrenovagédo in

vitro®*°.
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Quanto a diferenciacao osteogénica das CMLAs, a metodologia
parece ter especial importancia, pois resulta em diferentes expressoes
génicas das células derivadas®*'. O potencial de diferenciagdo osteogénico
dessas células diminui apds determinado numero de passagens, semelhante
ao observado com outras células mesenquimais, como as derivadas de
medula 6ssea e do sangue de corddo umbilical®*¥?*®. As células derivadas
das CMLAs mostram expressao génica mais parecida com o tecido original,
que as derivadas de outros tecidos??®.

Células 6sseas, diferenciadas in vitro, provenientes das CMLAs, e
aplicadas no subcutdneo de ratos imunologicamente deficientes, produzem
grande aumento na formacado éssea, sugerindo persisténcia do fenétipo
osteoblastico, mesmo apés transplante®*.

Estudos de diferenciacdo mostram que a cartilagem originada das
CMLAs, é a que mais se aproxima da cartilagem fetal original, com maior
quantidade de glicosaminoglicanas, matriz extracelular e elastina quando
comparada com células derivadas das células mesenquimais de medula
0ssea e de cordao umbilical, embora tenha menor quantidade de colageno
tipo Il que aquela de origem fetal®®®2%°. Além disso, pode-se programar, de
acordo com 0 uso a que se propde, modificagdes nos meios indutores de
diferenciacdo condrogénica das CMLAs, para produzir cartiiagem com
diferentes composicdes de matriz extracelular®*.

As CMLAs, diferenciadas em cartilagem, sao utilizadas para
construcao de bioprétese e reparam lesao traqueal em modelo animal, por

cirurgia intrauterina. Avaliadas no pés-parto, mostram inclusdo celular das
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células derivadas das CMLAs na bioprétese, com caracteristicas histolégicas
e de conteudo de glicosaminoglicanas, colageno e elastina semelhantes a
cartilagem original. Apds o parto, observa-se nos animais 80% de respiracao
espontdnea, embora com presenca de estenose traqueal leve a moderada
em todos os casos®’.

Para reparo cirurgico de lesao diafragmatica, em ovinos, compara-se:
material protético cultivado com CMLAs, sem CMLAS e cultivado com
mioblastos fetais. Encontra-se superioridade do primeiro, com maior
quantidade de elastina®’?>. Realiza-se a mesma comparagdo com a
bioprétese aplicada em cirurgia no pés-parto e obtem-se melhor resultado
funcional e mecanico naquela cultivada com CMLAs ™.

Para o tratamento de lesdo de bexiga urinaria em modelo animal, o
transplante de CMLAs causa hipertrofia das células musculares vesicais, por
fusdo com células teciduais restantes e pela secrecdo de fatores de
crescimento, embora com discreta diferenciagcdo miogénica in vivo 2*%.

Quando se secciona o nervo ciatico de ratos, e realiza-se o
transplante de CMLAs no local, observa-se crescimento do axénio em 50%
dos tratados e em nenhum dos controles, 50% desenvolvem movimentos
parciais do membro correspondente ao nervo lesado, e em nenhum dos
controles. A acao sugerida é a provavel interacdo com as células de
Schwann, através da secrecdao pelas CMLAs de fatores neurotroficos,
porém, ndo se observa diferenciacdo evidente das mesmas®*?*°. O autor
citado estuda a interagdo das CMLAs com o G-CSF (do inglés, granulocyte-

colony stimulating factor), em lesdo de nervo periférico, e demonstra que
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essa associacao apresenta melhor resultado na mielinizacdo e recuperacao
da funcdo motora®'.

Encontra-se enxertia e reversdao da isquemia, com reperfusdo, em
modelo animal de isquemia cerebral, com transplante de CMLAs autélogas e
células-tronco neurais embrionarias, inoculadas em ventriculo cerebral.
Mostra-se melhora sensorial e motora, comparavel ao efeito neuroprotetor
das células-tronco neurais embrionarias, sem os impedimentos éticos
encontrados na inoculacdo dessas Ultimas®?2.

Em xenotransplante de CMLAs humanas, inoculadas em ventriculo
cerebral de rato, mostra-se a incorporagdo dessas células e migracdo para
diferentes sitios cerebrais, com expressdao de células neurais primitivas e
diferenciadas e migracgao para o local da lesdo em isquemia cerebral®®.

Em outro relato, CMLAs humanas sao induzidas para diferenciacao
neurogénica, embora expressem marcadores neurais primitivos, nao
expressam marcadores de neurbnios dopaminérgicos completamente
diferenciados, mesmo quando inoculadas em cérebro de modelo animal
(rato) de Doenca de Parkinson®*. Além disso, apds trés semanas, ndo se
observa a presenca das CMLAs, com reacdo inflamatoria, sugestiva de
rejeicdo aguda no local da injegao®*.

Tenta-se também aplicacdo terapéutica em cardiologia, em
experimento animal. Em infarto agudo do miocardio, CMLAs aut6logas sao
aplicadas no local de isquemia. Observa-se mudanca no padrao de
expressao génica das células inoculadas, com perda dos marcadores de

indiferenciacdo e com permanéncia dos marcadores de musculos lisos e
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endoteliais. Nao ocorre expressao do marcador de cardiomiécitos, a
troponina I. Isso demonstra que as CMLAs transdiferenciam-se em células
vasculares, mas nao em cardiomiécitos®'®.

Um relato do uso de CMLAs marcadas, em cocultura com tecido
cardiaco de rato, demonstra expressdo de marcadores especificos
cardiacos, com integracdo ao tecido cardiaco e diferenciagdo em células
muito semelhantes a cardiomiécitos®>.

CMLAs humanas, em cocultura com tecido cardiaco de rato,
transplantadas em modelo animal de infarto do miocardio (xenotransplante),
apresentam rejeicdo, com ou sem ciclosporina, em animal imunocompetente
ou imuno-deficiente. Além disso, em alguns animais ocorre a formagao de
uma massa no miocardio, sugestiva de produto de diferenciacdo condro-
osteogénica®®.

Apés inoculacdo de CMLAs humanas em coracao de camundongo,
observa-se sua localizacdo e migracao, por meio do uso de método de
imagem por ressonancia nuclear magnética®’.

Pela engenharia tecidual, valvulas cardiacas autdlogas podem ser
criadas, a partir de CMLAs humanas que expressam CD133, separadas por
magnetismo e inoculadas em polimeros de biodegradacao rapida.
Apresentam tecido endotelial e matriz extracelular, o fechamento e a
abertura das valvas mostra-se eficiente e demonstram potencial terapéutico

importante®®.

Ap6s criopreservacdo, por 4 meses, as CMLAS que
expressam CD133, separadas por magnetismo, sao inoculadas em

polimeros de biodegradacdo rapida para formacado de valvulas cardiacas
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autdlogas com imunofendtipo, perfil histolégico e funcional comparavel as
nao criopreservadas®”®.

Demonstra-se integracao de CMLAs humanas em epitélio de pulmdes
de embrides de camundongos em cultura, com a expressdo do marcador de
diferenciacao inicial humana TTF1 (do inglés, thyroid transcription factor
7)%°. Elas, quando injetadas em veia caudal de camundongos com
deficiéncia imunolégica combinada severa, ap6s lesdo pulmonar por
hiperoxigenacéao, migram para por¢oes distais do pulmao e expressam TTF1
e a proteina surfactante C, marcador de pneumécito tipo 11?°°. Quando as
células progenitoras Clara sdo lesadas, do compartimento brénquioalveolar
do pulmao de camundongos com deficiéncia imunoldgica combinada severa,
ocorre incorporacao e diferenciacdo das CMLAs inoculadas, comprovadas
pela producgdo da proteina 10-kDa, especifica das células Clara®®.

CMLAs em cocultura com rins fetais murinos incorporam-se as
estruturas primordiais renais, além de expressar marcadores especificos de
células renais, podem apresentar papel na regeneragao renal®®’.

Terapia génica € uma das aplicacoes possiveis para as CMLAs, que
obtidas de camundongo sao transfectadas por baculovirus, mantendo
imunofendtipo compativel com células mesenquimais e preservando seu
potencial de diferenciacdo miogénico, osteogénico, adipogénico e
neurogénico®®. CMLAs humanas sao transduzidas por vetor adenoviral, sem
alteracdo em seu imunofenétipo, expressando os marcadores transgénicos

LacZ e EGFP, além dos marcadores de pluripotencialidade OCT-4 e

SSEA42%2. Quando em meio indutor de diferenciacdo, as CMLAs infectadas
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permanecem com capacidade de se diferenciar em ostedcitos e
adipécitos®®?. A relagdo da eficiéncia de tranducdo das CMEMs da medula
O0ssea e das CMLAs é de um décimo, demonstrando o potencial dessas
Gltimas®®2.

As vantagens das CMLAs em relagao as células-tronco embrionarias
(questionamentos éticos e formacao de tumores) e em relagdo as células-
tronco adultas (baixa taxa de proliferagdo e potencial de diferenciacao
restrito) torna-as opcao preferencial para a terapia de base celular. Além
disso, sua grande capacidade de expansdo em cultura, diminuicdo de
imunogenicidade, capacidade de se diferenciar em células da linhagem
mesenquimal, parece a op¢ao mais indicada como fonte celular em
engenharia tecidual para construcao de tenddes autélogos e substitutos
fibromusculares, para utilizagdo no feto patolégico, intradtero, em fase mais
tardia da gestagao, ou logo apds o nascimento.

Para o crescimento celular, utiliza-se em laboratério, meio de cultura
apropriado, com composicao variavel, de acordo com o tipo celular que se
deseja selecionar. Trabalho recente da literatura demonstra a diferenca do
potencial de expansdao das CMLAs em trés tipos de meio de cultura,
MSCGM (do inglés, Mesenchymal Stem Cell Grow Médium), PC-1 e RPMI-
1640 (do inglés, Roswell Park Memorial Institute-1640), além de mudanga no
padrao de diferenciagcdo neural e do potencial de re-estabelecimento de
cultura apés criopreservacdo, dependendo do meio utilizado?®.

O soro adicionado ao meio de cultura exerce fungcdo importante no

crescimento celular, pelos fatores de crescimento, horménios, aminoacidos e
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proteinas que o constituem, proporcionando nutricdo as células, além de
favorecer a aderéncia das células ao frasco de cultura®**?*. Ainda nao foi
definido nenhum meio de cultura livre de soro para o cultivo das células
mesenquimais®’. Tentativas de obté-lo existem®® embora a formulagéo
seja extensa, experimento-dependente, levando a uma infinidade de soros
especificos a cada aplicagao®®.

O meio de cultura padrao para expansao dessas células utiliza o soro
fetal bovino para enriguecimento. Isso pode gerar controvérsia quando se
pensa no emprego em humanos das células cultivadas nesse meio, pois
como apresentam componentes de origem nao humana, estas células
podem ser consideradas veiculos de virus estranhos ao ser humano®”,
como também de prions (encefalopatia espongiforme bovina), causando
uma variante da doenca de Creutzfeldt-Jakob? "2, além de potencial causa
de infeccdes bacterianas®’*. Reacdes inflamatérias e imunes locais podem

acontecer pela contaminagdo com proteinas bovinas®>?"®

, mesmo apos
lavagens repetidas na cultura®®®, podendo levar & formagao de anticorpos e
rejeicdo do enxerto ou das células transplantadas®.

Outro enfoque € a substituicio do soro fetal bovino, pelo soro
humano®2®'.

Em publicacdo recente, o soro fetal bovino é substituido pelo soro
humano em meio de cultura para células mesenquimais de medula 6ssea®’.
Como resultado, observa-se crescimento semelhante, quando em soro

bovino ou humano, na dosagem de 10%. Outro estudo semelhante mostra

discordancia no resultado, com menor potencial de crescimento das células
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mesenquimais com soro humano®. O potencial de diferenciagdo
osteogénica das células cultivadas em meio suplementado com soro
humano é maior® e com maior estabilidade na expressdo dos transcritos de
diferenciacdo®®. Outro estudo mostra resultado semelhante, com maior
potencial de diferenciagdo e manutencdo dessa capacidade, em culturas de

282 Qutro ainda, com células mesenquimais de sindvia, mostra

longa duracgao
maior potencial condrogénico quando em cultivo suplementado com soro
humano®'.

Além disso o Servico Nacional de Saude dos Estados Unidos da
América — NIH (do inglés, National Institute of Health) e o FDA (do inglés,
Food and Drug Administration), por exemplo, ndo homologam aplicacées em
humanos de produtos, nos quais se utiliza soro fetal bovino quando em
cultura.

Em vista do exposto acima, em trabalho recente, preparando-se para
aplicagdo em humanos, com o fim de construir neotecido com as CMLAs
para correcdo de hérnia diafragmatica, o grupo de pesquisadores que deu

1?22 isola e

impulso inicial ao uso dessas células em engenharia tecidua
cultiva essas células em meio suplementado com soro fetal bovino e soro
humano, para comparacdo®?. Em ambos o0s meios, apresentam,
crescimento semelhante e também mostram o0s mesmos marcadores
antigénicos de superficie de membrana celular, compativeis com as células

mesenquimais, nem expressam marcadores hematopoiéticos ou

endoteliais®®.
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Os organismos vivos, desde virus até o ser humano, utilizam o
mecanismo da transcricdo de partes especificas de seu genoma para
executar funcdes bioldgicas criticas, durante seu ciclo de vida, em
resposta a sinais ambientais ou de crescimento®. A transcricdo é
passo essencial na regulagao dos processos bioldgicos e os fatores de
transcricdo sao considerados o0s determinantes principais da
diferenciacdo celular®®. Eles podem informar o nivel de diferenciagéo ou
de indiferenciacdo dessas células. Quanto mais diferenciada menor
plasticidade apresenta a célula, e mais comprometida com determinada
linhagem. Recentes pesquisas mostram que os transcritos OCT-4, NANOG
e 0 SOX2, exercem papel essencial e coordenado, bloqueando gens que,

285290  Além  disso,

ausentes os transcritos, desencadeiam diferenciacéao
demonstra-se reprogramacao de células diferenciadas adultas, retornando
ao estado de pluripoténcia, por meio da técnica iPS (do inglés, induced
Pluripotent Stem Cells), pela introducéo dos fatores de pluripoténcia OCT-4

e SOX2 na mesma?®02%3

. A pluripoténcia € mantida por meio de um
processo denominado autorrenovacado. Ele confere a algumas células a
capacidade de se dividir, mantendo seu estado de indiferenciacao, tanto pela
divisdo celular simétrica, como assimétrica®®*.

Inicialmente, descrito por Scholer®®, 0 OCT-4 é o primeiro gen
identificado como regulador mestre da pluripoténcia®®’. E descrito como uma
proteina de ligacdo do DNA, do homeodominio POU, codificado por 324

F295

aminoacidos ORF=>. O OCT-4 depende de dois dominios de transativacao

no DNA para exercer suas atividades de transcricao®®. E sintetizado e
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transportado para o nudcleo por meio do tipico NLS (do inglés, nuclear
localization signal)®®’. O NLS do OCT-4 é necessario para a atividade de
transcricdo, sem o qual, ocorre diferenciacdo das células-tronco
embrionarias®®’. O padrdo de expressdo do OCT-4 sugere que ele pode
regular as caracteristicas celulares do desenvolvimento embrionario
inicial®®. Embrides deficientes de OCT-4 desenvolvem-se até o estagio de
blastocisto, porém as células da massa celular interna ndo apresentam
pluripoténcia®’. Nas células-tronco embrionarias, sua acdo é dose
dependente; e em maior ou menor concentracdo induz a diferenciacéo, e
somente em concentragdo padrdo pode manter a indiferenciacdo®®. Esta
concentracdo 6tima é regulada pela acdo de outros genes reguladores®®.
Um desses reguladores € o NANOG, que tem a caracteristica de manter a
autorrenovacao das células-tronco embrionarias, na auséncia de LIF (do

286,289

inglés, leukocyte inhibitory factor) Age como forte ativador da

_4298

expressao do OCT . O SOX2 age, frequentemente, associado ao OCT-4

29300 sendo necesséario na formagédo do

na regulacdo da expressao génica
ectoderma extraembrionario, e em associacao com o OCT-4 na sequéncia
de diferenciacdo das células pluripotentes na fase de implantagdo®’. O
SOX2 é necessario para manter a concentracao 6tima do OCT-4, mantendo
as células-tronco embrionarias no estado pluripotente®?2%. A regulagéo dos
genes OCT-4, SOX2 e NANOG é exercida sobre alvos sobrepostos,
incluindo um grupo importante de proteinas homeodominio relacionadas ao

desenvolvimento do embriao®°. Boyer e colaboradores propdem que o OCT-

4, SOX2 e NANOG cooperam na formagdo de um circuito regulatério,
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contribuindo para a pluripoténcia e autorrenovacdo das células-tronco
embrionarias®®, de maneira similar que outros grupos®**3’,

A Figura 2, mostra, em diagrama de Venn, o nimero de gens
regulados por essa triade (OCT-4,SOX2 e NANOG), isolados ou em

associacao.

Nanog

383
Sox2'

762

Figura2 - Diagrama de Venn, demonstrando o numero de gens
regulados pelos transcritos OCT-4, NANOG e SOX2 (fonte:
Boyer et al., 2005)

As CMLAS mostram-se como excelente fonte celular para terapia
fetal. A futura utilizacdo dessas células em ensaios clinicos, em humanos,
depende de maneiras eficientes de sua obtencao, cultivo e expansdo. Se
cultivadas em soro humano, podem evitar possiveis problemas quanto a
transmissdo de prions, bactérias e fendmenos alérgicos. Quanto mais
indiferenciada for essa célula, maior sera seu potencial de uso em multiplas
aplicacéOes, e para provar esse estado, deve-se demonstrar sua capacidade
de derivacdo em diferentes tecidos, como por exemplo, em 0SSO € em
cartilagem. Além disso, a presenca de marcadores de pluripoténcia e

autorrenovagdo, como o OCT-4, SOX2 e NANOG podem significar presenga
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de células primitivas no liquido amniético, indiferenciadas, aumentando
ainda mais o interesse nessas células.

Ao se pensar na utilizacao futura das CMLAs em seres humanos, em
terapia de base celular, & proposto estudo comparando a expansao e a
caracterizagcao dessas células, quando cultivadas com suplementacdo de
soro fetal bovino ou soro humano. Além disso, por primeiro na literatura
revisada, analisa-se a diferenciacdo osteogénica e condrogénica e a
expressao génica de transcritos relacionados a pluripoténcia celular, o OCT-
4, 0 NANOG e o SOX2, nos dois grupos.

A Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) é centro de referéncia
em Medicina Fetal e recebe pacientes que tém indicacao para a coleta de
liguido amniético durante a gestacdo, para estudo do cariétipo fetal. O
Laboratério de Investigacdo Médica - LIM57, vinculado a Disciplina de
Obstetricia da FMUSP é aliado ao Laboratério de Genética e Hematologia
Molecular - LIM31, vinculado a Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da
FMUSP, apresentam estrutura fisica para tal estudo, estando o ultimo,
vinculado a Fundacao Pr6-Sangue - Hemocentro de Sao Paulo, fornecedora

do soro humano para o estudo.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as células mesenquimais do liquido amniético (CMLAs) em
meio de cultura, comparando a suplementacao com soro fetal bovino (SFB)

e com soro humano (SH).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Andlise de seu isolamento e cultivo;

2. Caracterizacao de seu padrao de crescimento;

3. Analise morfologica;

4. Analise do imunofendtipo;

5. Avaliagdo de sua capacidade de diferenciacdo osteogénica e
condrogénica; e

6. Caracterizacao da expressao dos genes OCT-4, NANOG e SOX2.



METODOS
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O presente estudo experimental foi conduzido, utilizando-se células
presentes no liquido amniédtico, obtidas de gestantes da Clinica Obstétrica
do Hospital das Clinicas da FMUSP. Os ensaios de crescimento,
diferenciacdo e expressao génica foram realizados nas dependéncias do
Laboratério de Genética e Hematologia Molecular - Laboratério de
Investigacdo Médica 31, da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da
FMUSP; o ensaio de imunofenotipagem foi realizado no Laboratério de
Imunopatologia do Servigco de Hematologia da Divisdo de Clinica Médica | —
HCFMUSP; A avaliacido morfolégica das CMLAs foi feita no Laboratério de
Biologia Molecular — Laboratério de Investigacdo Médica 59, do
Departamento de Patologia da FMUSP. Todos os ensaios foram conduzidos
pelo préprio autor.

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica para Andlise de Projeto
de Pesquisa do Hospital das Clinicas da FMUSP em 09/08/2007, e encontra-
se registrado sob o niumero 0414/2007.

As gestantes doadoras foram orientadas, verbalmente e por escrito,
sobre o projeto de pesquisa, sua justificativa, seus objetivos e riscos, bem
como o0s beneficios obtidos com a conclusdo do estudo. Assinaram e
receberam uma coépia do termo de consentimento (ANEXO A), foram
informadas sobre os nomes dos responsaveis pela pesquisa (pesquisador e
orientador), e de como deveriam proceder em caso de duvidas. A

privacidade dos envolvidos foi preservada em todas as fases da pesquisa.
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3.1 MATERIAL

Amostras de liquido amniético foram usadas e obtidas por
amniocentese de gestantes que preenchiam os critérios para inclusao no

projeto.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

No estudo, foram incluidas gestantes que preenchiam os seguintes
critérios:

e gestacdo sem intercorréncias clinicas ou obstétricas, com indicacao
para investigacao de caribtipo fetal, por idade materna avancada;

e idade gestacional entre 16 e 22 semanas;

e auséncia de defeito estrutural fetal observado em ultrassonografia
morfolégica;

e concordancia em participar do estudo, assinando termo de

consentimento informado.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

A exclusdo estava prevista nas seguintes condicdes:
e desisténcia em participar do projeto;
e ocorréncia de acidente durante a amniocentese, ocasionando

contaminacgao do liquido amniético com sangue materno;
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e cariotipo fetal alterado;
e malformacao estrutural constatada ao nascimento;
e falha de expansao das células, em cultura; e

e contaminagdo bacteriana e/ou fungica da cultura celular.

3.4 COLETA DAS AMOSTRAS DE LiQUIDO AMNIOTICO

A obtencdo de células do liquido amniético foi realizada no
ambulatério do Setor de Medicina Fetal, por meio de amniocentese classica
ou de segundo trimestre, realizada entre 16 e 22 semanas de idade
gestacional, confirmada por ultrassonografia de primeiro trimestre, indicada
por idade materna superior a 35 anos.

Ap6s a assinatura do consentimento informado, esclarecendo a
finalidade, os riscos e o motivo do procedimento, a paciente permaneceu em
decubito dorsal horizontal. Inicialmente, doi realizada uma ultrassonografia a
fim de confirmar-se idade gestacional, localizacdo da placenta, volume de
liguido amniotico, morfologia e vitalidade fetal que foi feita apdés assepsia do
abdome com iodopovidona tépica e cobertura do transdutor com plastico
estéril. Nao se utilizou anestesia local para o procedimento®®.

Para a realizacdo da punc¢ao, foram usadas agulha calibre 20 ou 22
gauge (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), com 9 cm de
comprimento e seringa descartavel de 20 mL.

A puncgéo sempre foi guiada pela ultra-sonografia, preferencialmente

sem transfixar a placenta. No caso de impossibilidade, foi realizada puncéo
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trans-placentaria®®. A agulha foi inserida através da parede abdominal, em
seguida, pela parede uterina, atingindo a cavidade amnibtica, sempre
observando seu trajeto a ultra-sonografia, procurando um grande bolséo,
distante do feto, preservando-o. Retirado entdo o guia da agulha, conectou-
se a seringa (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e aspirou-se
pequena quantidade de liquido amniético. Descartou-se a primeira amostra,
pelo risco de contaminacdo com células maternas. A segunda amostra,
entdo, foi utilizada para o estudo. O volume aspirado, normalmente de
30 mL, foi dividido em duas amostras, uma delas (20 mL), seguiu para
cariotipagem fetal e a outra para nosso estudo (10mL). Finda a aspiracéo, a
agulha e seringa foram retiradas conjuntamente. Pela ultrassonografia, foi
avaliado, o trajeto da agulha e observadas a presenca ou auséncia de
sangramento no mesmo e a vitalidade do feto.

Ap6s permanecer em repouso durante alguns minutos, a paciente foi
orientada a respeito de sintomas pés-procedimentos, tais como, dor, febre,
perda de liquido ou sangramento e orientada a retornar as suas atividades
rotineiras. Nao se fez necessaria a profilaxia da aloimunizagdo ao fator Rh,
com administragdo de 300ug de imunoglobulina anti-D, pelo fato das

pacientes selecionadas apresentarem fator Rh positivo.

3.5 PREPARAGCAO DO SORO HUMANO

O plasma humano foi obtido do estoque regular do Banco de Sangue

e Hemo-derivados da Fundagcdo Pro-Sangue — Hemocentro de Sao Paulo,
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por doacdo voluntaria de sangue de pacientes sadios, com sorologia
negativa para as principais doencas infecciosas transmitidas pelo sangue e
seus derivados (ja padronizadas em bancos de sangue), processado e
armazenado pela Fundacao Pr6-Sangue - Hemocentro de Sao Paulo.

Ao plasma, foi adicionado trombina (Sigma Chemical St. Louis, MO,
USA), na concentracao de 10 Ul/mL que permaneceu a temperatura de 4° C,
por 24h. Apds esse tempo, foi centrifugado a 60.000 x g por 56 minutos em
ultracentrifuga Beckman L7-55 (Beckman, Palo Alto, CA, USA), utilizando-se
rotor 50 Ti Beckman (Beckman, Palo Alto, CA, USA). O soro foi obtido do
sobrenadante, e o coagulo formado descartado. Apds a passagem em filtro
de 0,22 um Milex Durapore (Millipore Corp, Billerica, MA, USA) para
esterelizacéo, ele foi inativado a 56°C por 45 minutos. Para padronizagdo do
soro humano com o soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum Standard -
HyClone™, Logan, UT, USA), foi analisado o conteudo de proteinas das
amostras dos soros, utilizando-se o método de Lowry®'®. Pelo resultado
dessa analise, as diferentes concentracdes de proteinas nos soros foram
corrigidas para 0,4 mg/mL, com a adicdo de PBS (do inglés, phosphate
buffered saline) 1X (ndo diluido), para que atingissem a mesma
concentragdo encontrada no soro fetal bovino, que seria usado nos

experimentos, possibilitando, portanto, a comparacéao entre eles.
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P3.6 CONTAGEM CELULAR EM HEMOCITOMETRO E ANALISE DE
VIABILIDADE CELULAR

Por ocasido do estabelecimento da cultura e nas passagens
subsequentes, as suspensdes celulares sempre foram contadas, com o
intuito de se estabelecer padronizagao no cultivo e expansao. Para tanto, foi
utilizado hemocitdmetro, também, conhecido como camara de Neubauer. E
um tipo especial de lamina de vidro, para uso em microscopio, construida
com o fim de contagem celular. E dividida em quadrantes de area definida,
sobre 0 qual a suspensao celular é distribuida e diluida em volume
conhecido. pela contagem de células nesse volume, aplica-se calculo
apropriado para aferir a concentracédo de células da amostra.

Sempre que necesséario as amostras de suspensado celular foram
diluidas em tubos cénicos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), de
15 mL, em meio a-MEM (do inglés, minimum essential medium eagle — alfa
modification) (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA) suplementadas com 20%
de SFB (soro fetal bovino) ou SH (soro humano), de acordo com a origem da
amostra. A seguir, foi adicionada solucdo de azul de Trypan 0,4% (Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA) em volume conhecido para posterior analise
da concentracao e viabilidade celular. Cada amostra foi homogeneizada e
desta, 10 pyL foram colocados no hemocitdmetro. As células ndo coradas,
presentes nos quatro quadrantes da camara, foram contadas em
microscépio Otico (Olympus CBA, Tokyo, Japan). A concentracdo das

células foi determinada pela divisdo por quatro do numero total de células
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contadas, multiplicado pelo fator de correcéo (10.000) e pelo fator de diluigao
da solucao de azul de Trypan 0,4%.

A viabilidade celular da amostra foi analisada pela contagem do
namero de células ndao coradas (viaveis) em relacdo as coradas (nao
viaveis), expressas em porcentagem. Esta analise é possivel pela
propriedade das células viaveis de nao permitir o azul de Trypan no espaco

intra-celular.
3.7 TRIPSINIZACAO

As CMLAs secretam uma matriz extracelular e proteinas de ligacao
que permitem sua adesdo a superficie de crescimento. E necessario um
tratamento prévio com enzima proteolitica, a tripsina, por exemplo, para que
as células percam sua adesao. Para que isso ocorra, é preciso que o SFB, o
célcio e 0 magnésio do meio sejam removidos, de forma a afrouxar a ligacao
célula — célula e permitir o acesso da enzima proteolitica a superficie das
células. Para tanto, o frasco de cultivo foi lavado com 10 mL de PBS 1X por
duas vezes, ap6s a remocao de todo o meio. A seguir, a solucao de

versene-tripsina (ATV) (Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi

acrescentada, no volume de 5 mL para os frascos de 175 cm2 (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), com o objetivo de recobrir toda a
monocamada de células. A amostra, entao, foi incubada a 37°C por 1 minuto
e apos, as células foram visualizadas ao microscépio de contraste de fase

para confirmacao de perda de adesao. A tripsina foi inativada com 10 mL de



Métodos 47

meio a-MEM 20% SFB ou SH, conforme o grupo a qual a amostra pertence.
Estas células foram transferidas para um tubo de polipropileno (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) previamente identificado, centrifugadas
por 10 minutos a 1800 rpm. Ap6s o descarte do sobrenadante, ao botao
celular homogeneizado foram acrescentados 2 mL do meio de cultivo. Uma
amostra destas células foi separada para contagem. Apds a determinacao
do numero de células coletadas, aliquotas foram separadas e destinadas

para uso nos ensaios previstos.

3.8 ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CELULAS MESENQUIMAIS DO
LiQUIDO AMNIOTICO

As amostras coletadas pela amniocentese foram transportadas
imediatamente para o laboratério, transferidas para tubos coénicos de
polipropileno de 15 mL (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e
centrifugadas em 1800 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o
precipitado foi removido e re-suspenso em tubo cbnico de polipropileno
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) contendo 2 mL do meio a-MEM
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA). O total de células foi contado, com
método ja descrito acima. Uma fracdo de 300.000 células de cada amostra
(cinco pertencentes ao grupo B e cinco pertencentes ao grupo H) foi re-
suspensa em frasco de cultura (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
de 175 cm?® As amostras componentes do grupo B continham 25 mL de
meio a-MEM (Gibco Division, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) acrescidas de

100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Penicillin —
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Streptomycin — Gibco Division, Invitrogen, Carslbad, CA, USA), enriquecidas
com 20% de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum Standard — Gibco
Division, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), previamente inativado a 56°C por
45 minutos. As amostras componentes do grupo H foram re-suspensas em
frascos com as mesmas especificacées, com meio semelhante, exceto pela
substituicdo do soro fetal bovino por soro humano (Fundagcao Pré-Sangue -
Hemocentro de Sao Paulo, SP, Brasil), também na concentracdo de 20%,
inativado a 56 °C por 45 minutos. Permaneceram, entdo, em ambiente de
estufa de cultura, a 37°C, com 95% de umidade, e CO; a 5%.

O cultivo celular foi monitorado sob microscopia o6tica invertida e o
meio de cultura foi trocado duas vezes por semana, utilizando-se 0 mesmo
meio suplementado descrito acima, apds remog¢ao do antigo. As CMLAs
foram isoladas das outras presentes no liquido amniético, pela sua
capacidade de aderéncia ao plastico e de expansao em meio de cultivo com
altas concentracdes de aminoacidos e proteinas (soro bovino fetal e soro
humano), sem uso de outros fatores de crescimento além daqueles
presentes no soro usado. A cultura foi mantida até se obter confluéncia

celular de 70%, quando as células foram coletadas, apdés tripsinizagao.

3.9 ENSAIOS COM AS CELULAS MESENQUIMAIS DO LiQUIDO
AMNIOTICO

3.9.1 Avaliacao da expansao celular em cultura
A capacidade de expansdo em cultura das CMLAs, variando-se

somente o soro utilizado, seja ele de origem fetal bovina ou humana, foi
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analisada por meio da construcédo de curvas de crescimento celular para as
amostras do grupo B (soro fetal bovino) e H(soro humano).

Apos a confluéncia celular de 70% em todos os frascos de cultura
(grupos B e H), procedeu-se a tripsinizacdo e contagem em hemocitémetro
das CMLAs em cultura. Triplicatas de aliquotas, contendo 1.000, 5.000,
10.000 e 15.000 células de cada amostra dos grupos B e H, foram
ressuspensas em placas contendo 48 pogos para cultura celular (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), para avaliacgdo da capacidade de
expansao das CMLAs.

A contagem do numero de células das triplicatas de cada dosagem de
inéculo primario (1.000, 5.000, 10.000 e 15.000), das cinco amostras de
cada grupo (B e H) foi realizada desde o dia 1 do inicio do ensaio, apos
tripsinizacdo. Durante 14 dias, foi repetida e, posteriormente, inserida em
grafico, para andlise comparativa das curvas de crescimento celular entre os

dois grupos.

3.9.2 Avaliacao da morfologia das células

O cultivo celular foi monitorado sob microscopia 6tica a cada troca de
meio de cultura.

Apos a confluéncia celular de 70% em todos os frascos de cultura
(grupos B e H), procedeu-se a tripsinizacdo e contagem em hemocitémetro
das CMLAs em cultura. Aliguotas contendo 5.000 células dos grupos B e H
foram ressuspensas em placas, contendo trés pogos para cultura celular

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), para analise morfologica,
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coradas por Leishman e visualizadas por microscopia 6tica, no terceiro dia
de cultivo celular. Aliguotas contendo 10.000 células de cada amostra, dos
grupos B e H, foram ressuspensas em tubos cOnicos de polipropileno
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), e centrifugadas em 1800 rpm
por 10 minutos.

Apés a centrifugacao, o botao celular foi encaminhado para fixacao do
material. Foi ressuspenso em solugao de 500 pL de glutaraldeido 2% (Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA) + tampéao fosfato 0,1 M por duas horas. Findo
esse processo foi adicionado tetréxido de ésmio 1% (Sigma Chemical St.
Louis, MO, USA) por uma hora. Realizada, entdo, a lavagem do botao
celular com solucao padrao com 1,2g de cloreto de sédio (Sigma Chemical
St. Louis, MO, USA) + 14,6g de sacarose (Sigma Chemical St. Louis, MO,
USA) + 20 mL de agua destilada. A seguir, o botdo celular permaneceu
durante 12 horas em solucdo de uranila, formado pelos componentes da
solucdo de lavagem descrita acima + 1g de acetato de urinila (Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA). Realizada, entdo, a desidratacao do botao
celular em gradientes crescentes de acetona (Sigma Chemical St. Louis,
MO, USA) por 10 minutos cada, iniciando-se por 30°C, 70°C, 95°C e quatro
banhos de 100°C. Removida a solugédo de desidratagcdo, a amostra celular
foi incluida em composto de resina epdxi e Oxido de propileno (Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA), em temperatura ambiente por trés horas, a
temperatura de 37°C por uma hora e a temperatura de 60°C por 72 horas. O
bloco resultante foi cortado por facas de vidro Knife Maker 400x25x8mm em

micrétomo Leica EM KMR2 (Leica Corp., Tokyo, Japan) e preparado para
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visualizagdo sob microscopia eletrbnica em microscépio JEOL 1010 (Jeol

Ltd., Tokyo, Japan).

3.9.3 Imunofenotipagem

A citometria de fluxo foi usada para a avaliacdo das caracteristicas
dos antigenos de superficie da membrana celular da populacdo de CMLAs.
A identificacao dos antigenos foi realizada pelo uso de diferentes anticorpos
monoclonais conjugados com dois fluorocréomos diferentes, o isotiocianato
de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate) e ficoeritina (PE,
do inglés phycoeritin). Para se obter calibracdo adequada do aparelho,
analise dos resultados e definicdo da positividade da amostra, utilizou-se um
controle negativo.

Apos tripsinizagao, ja descrita anteriormente em item especifico, as
células foram quantificadas em hemocitdmetro e re-suspendidas em 500 pL
de PBS 1X. Dessa suspensao, uma aliquota de 100 puL contendo 500.000
células foi transferida para tubo especifico de citometria de fluxo,
previamente identificado, para os diferentes marcadores.

A seguir, foram adicionadas a cada aliquota identificada 5 uL da
solucdo preparada, contendo o anticorpo monoclonal marcado com o0s
fluorocrdmos. As amostras foram incubadas em ambiente sem luz, a
temperatura ambiente, por 15 minutos. Foram acrescentados 2 mL de PBS
1X a cada tubo e centrifugados a 300 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o botado celular foi re-suspenso em 500 pL de paraformoldeido

1% (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA).
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Para a identificacdo da populacédo celular, foi montado um painel
contendo os seguintes marcadores de superficie da membrana celular:
CD14 PE (BD PharMingen, San Jose, CA, USA), marcador de mondcitos;
CD45 FITC (BD PharMingen, San Jose, CA, USA), marcador pan-
leucocitario; CD29 PE (BD PharMingen, San Jose, CA, USA), CD44 FITC
BD (PharMingen, San Jose, CA, USA), CD90 FITC (BD PharMingen, San
Jose, CA, USA) e CD105 PE (BD PharMingen, San Jose, CA, USA),
marcadores de células-tronco mesenquimais; CD34 PE (BD PharMingen,
San Jose, CA, USA) e CD117 PE (BD PharMingen, San Jose, CA, USA),
marcadores de células-tronco hematopoiéticas, CD31 FITC (BD
PharMingen, San Jose, CA, USA) e CD106 PE (BD PharMingen, San Jose,
CA, USA), marcadores de células-tronco endoteliais; e CD133 PE (BD
PharMingen, San Jose, CA, USA), marcador de células-tronco neurais e
progenitores endoteliais. Para todos os pacientes foram realizados controle
negativo IgG FITC (BD PharMingen, San Jose, CA, USA) e IgG1 PE (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA).

Apos a marcagao celular realizada, a amostra foi cadastrada e criada
uma mascara de aquisicao celular com os parametros do tamanho celular
(FSC-foward side scatter) e complexidade interna (SSC-side scatter), ambos
em escala linear. Foi delimitada, entdo, a regido da populacdao de CMLAs
pelo grafico e pelo histograma. A aquisicao celular foi realizada por meio da
intensidade de fluorescéncia, captada pelo citdbmetro de fluxo, no aparelho
FacScalibur™ (Becton Dickinson, San Jose, CA. USA). Os dados foram

analisados no CELLQuest™ (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
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3.9.4 Diferenciacao

3.9.4.1 Diferenciacao Osteogénica

Apo6s a confluéncia celular de 70% em frasco de cultura das amostras
dos grupos B e H, identificadas para o ensaio, procedeu-se a tripsinizacao e
contagem em hemocitémetro das CMLAs. Aliquotas de 1 mL, contendo
3.000 células que foram ressuspensas em placas contendo seis pogos para
cultura celular (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), para avaliacao
da capacidade de diferenciacao osteogénica das CMLAs.

A presenca da fosfatase alcalina e a produgéo de calcio in vitro foram
analisadas. A inducao de diferenciacao celular foi realizada 72 horas ap6s o
inicio do cultivo. Nesta ocasiao, todo o meio de cultura foi substituido por um
meio de inducao proprio para a diferenciacao osteogénica ou somente com o
meio (a-MEM 20% SFB ou SH, dependendo do grupo) para o controle de
indiferenciacdo. O meio indutor era composto por a-MEM 20% SFB, 10uM
de fosfato-2-ascorbato (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA) e 10mM de B-
glicerofosfato (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). A placa foi mantida em
estufa umida a 37°C com 5% de CO, por 21 dias, e o meio foi trocado duas
vezes por semana.

Para a visualizagdo da produgdo de calcio pelas células
diferenciadas, primeiramente, as células foram fixadas com paraformoldeido
4% (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA) por 5 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida foram lavadas em agua corrente e coradas por 15

minutos com Alizarina (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). O célcio
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produzido pelas células foi visualizado pela marcagao avermelhada. Para o
controle de indiferenciacao, também, foi realizado o mesmo procedimento de
coloracéo.

Para visualizagao da enzima fosfatase alcalina nas células, o poco da
placa de cultura especifico foi lavado com PBS 1X concentrado. Em seguida,
foi utilizada a solucao de coloracao Naphthol AS-MX; N,N-Dimetilformamida
(C3H;NO); Fast red; Tri-HCL (SciencelLab, Houston, TX, USA) e incubada
por 30 minutos a 37°C. Logo apds os pocos foram lavados novamente com
PBS 1X e fixados com para-formoldeido 4% (Sigma Chemical St. Louis, MO,
USA) por 5 minutos. Por fim, foram lavados com agua destilada. A presenca
de fosfatase alcalina pode ser observada em coloracao cor-de-rosa. Para o
controle de indiferenciacao, também, foi realizado o mesmo procedimento de

coloragao.

3.9.4.2 Diferenciacao Condrogénica

Apos confluéncia celular de 70% em frasco de cultura das amostras
dos grupos B e H, identificadas para o ensaio, procedeu-se a tripsinizacao e
contagem em hemocitémetro das CMLAs. Aliquotas de 1 mL, contendo
3.000 células que foram ressuspensas em tubos cdnicos (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA), de 15 mL, para avaliacdo da capacidade de
diferenciacdo condrogénica das CMLAs. Foram centrifugadas a 1.200 rpm
por 10 minutos, apds, o meio sobrenadante foi eliminado. O botdo celular
restante foi cultivado com meio indutor de diferenciagdo condrogénica no

préprio tubo, mantido em estufa de cultura celular a 37°C com 5% de CO,
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por 72 horas. O meio indutor foi trocado duas vezes por semana. O meio
indutor era composto por a-MEM 20% SFB, suplementado com 10 ng/mL de
TGF-B1 (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA) e 100 nM de dexametasona
(Sigma Chemical St. Louis, MO, USA).

Apos 21 dias de cultivo, o meio de cultura foi retirado totalmente e o
botdo celular foi fixado com formol tamponado 10%, e emblocado em
parafina para anadlise histolégica. Foram realizados cortes de 3 um e
colocados sobre laminas silanizadas. A coloracdo com hematoxilina e eosina

foi usada para analisar e identificar a morfologia e tipo celular.

3.9.5 Analise da expressao génica

A analise da expressao génica foi realizada com o objetivo de avaliar
a expressao dos genes relacionados a indiferenciacdo das CMLAs em
cultura e a reacdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa (RT-

PCR) foi utilizada. Para tanto, o RNA total foi extraido pelo método do

TrizoITNI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) obtido a partir das dez amostras de
células em cultura, ap6s a primeira passagem, com confluéncia de 70%,
sendo as cinco primeiras amostras de células cultivadas em meio com soro
humano (grupo H) e as cinco amostras restantes, cultivadas em meio com
soro fetal bovino (grupo B).

Apos a remogao do meio de cultivo, foram adicionados as placas de

2 ™
175 cm , 750 pL de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A mistura foi
homogeneizada e coletada com o auxilio de uma pipeta e a seguir

congelada a - 80°C até o momento do uso.
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Depois do descongelamento, foram adicionados as amostras, em
gelo, 200 uL de cloroférmio puro (Fisher Scientific Co., Fair Lawn, NJ, USA)
e, a sequir, foi realizada agitacao vigorosa por 15 segundos em vortex. Na
sequéncia, esta mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos
e centrifugada por 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Apés a centrifugacéo, a
fase aquosa da mistura foi transferida para um novo tubo.

Em uma etapa posterior, foi realizada a precipitacdo do RNA, usando
para cada tubo 500 pL de alcool isopropilico gelado. As amostras foram
incubadas a -20°C por 16 horas e, ap0s esse periodo, centrifugadas por
12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e
acrescentado ao pellet, 1 mL de etanol a 75%. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas por 7.500 x g por 5 minutos a 4°C,
ressuspensas com agua dietil-pirocabonato (DEPC).

A sintese do cDNA (do inglés, complementary desoxiribonucleic acid)
foi realizada com a amplificagcdo do gene de interesse, em uma Unica etapa.
Para tal, foi utilizado o kit Pure Tag Ready to Go™ PCR Beads (GE
Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), reconstituido com agua
DEPC, ao qual foram adicionados 0,2 ug de RNA total e 10 uM de cada
sequéncia iniciadora (primers), em um volume final de 50uL.

As amostras foram transcritas reversamente em termociclador PTC-
200 (MJ Research, MA, USA), por 30 minutos a 50° C; e posteriormente
amplificados por 30 ciclos com temperatura de anelamento de 57° C e

extens3o final por 8 minutos a 72° C.
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Os seguintes controles foram usados: branco (reacdo na auséncia de
RNA), como controle de contaminagcado dos reagentes utilizados; as células
MRC-5 (derivadas de fibroblastos pulmonares de paciente sadio), como
controle negativo e as células NTERA-2 cl.D1 (derivadas de carcinoma
embrionario pluripotente testicular), como controle positivo (ANEXO B).

Os produtos de amplificacao foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 2%, contendo brometo de etideo (0,1ug/mL), visualizadas em
transiluminador de luz ultravioleta .

Para a andlise da expressdo dos genes relacionados a
indiferenciacao celular foram selecionados genes especificos envolvidos
nesse processo: NANOG, SOX2 e OCT-4 respectivamente. As seqgléncias
dos primers utilizados encontram-se nos dados da Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas dos primers utilizados para a analise da

expressao dos genes NANOG, SOX2 e OCT-4, das células
mesenquimais do liquido amnidtico

PRIMER SEQUENCIAS 5’3’ TAMANHO (pb)

atgagtgtggatccagcttg (senso)

NANOG* 191
oG ccatggatctgcttattcagg (antissenso) o
SOX2** cctccgggacatgatcag (sgnso) 178
gaactggaggggggagaa (antissenso)
OCT-4** cgtgaagctggagaaggagaagcta (senso) 047

caacatgtgtaagctgcggcccttg (antissenso)

* - NANOG - do inglés, nanog homeobox; ** - SOX2 - do inglés, sex determining region Y-2;
*** - OCT-4 - do inglés, octamer 4; pb — pares de bases
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3.10 CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

A amostra necessaria para realizacdo deste estudo foi calculada,
supondo-se significativa uma diferenca de 1 log na base 10 entre o
crescimento celular na amostra suplementada com soro bovino e a com soro
humano; e com base no desvio padrao observado para o log 10 do nimero
de células proliferadas no 8° dia. Verificou-se que uma amostra de apenas
dois pacientes para cada tipo de soro ja acarretaria poder e confianga dos
testes acima de 95% com base na metodologia descrita em Fisher e Belle,

em 1993,

3.11 CARACTERISTICA DAS AMOSTRAS DE LiQUIDO AMNIOTICO

As amostras de liquido amniético utilizadas no presente estudo,
provinham de cinco gestantes acompanhadas no ambulatério do Setor de
Medicina Fetal da Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas da FMUSP,
encaminhadas para realizacdo de ultrassonografia morfolégica e
investigacdo de caridtipo fetal, durante o ano de 2008. Obedeciam aos
critérios de inclusdo do mesmo e nenhuma foi excluida.

A média da idade das gestantes, na ocasido da coleta de liquido
amnioético era de 38 assim, a mais jovem contava 37 e a mais velha 40 anos.
Eram quatro as primigestas e uma secundigesta, sem antecedentes de
qualquer adversidade clinica ou obstétrica na gestacao anterior. Todas as

amostras foram coletadas estando as pacientes com gestacdo de 21
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semanas. Nao houve nenhum caso de transfixacdo da placenta por ocasiao
da amniocentese.

As amostras de liquido amniético, coletadas das cinco gestantes (10
mL, cada), foram identificadas par a par, homogeneizadas e divididas
aleatoriamente, para uso em dois grupos de estudo (5 mL cada). As células
derivadas das amostras do primeiro grupo foram, posteriormente, cultivadas
em meio com a suplementacdao de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum
Standard — Gibco Division, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), denominado
grupo B. As células derivadas das amostras do segundo grupo foram,
posteriormente, cultivadas em meio com a suplementacdo de soro humano
(Fundacdo Pro-Sangue — Hemocentro de Sao Paulo, SP, Brasil),

denominado grupo H.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Para analisar a viabilidade das CMLAs quando cultivadas em meio de
cultura suplementado com soro fetal bovino ou humano, primeiramente,
foram calculadas as médias de cada amostra. O valor obtido foi utilizado
para comparar a viabilidade celular, em meio suplementado, entre os dois
soros, com o uso do teste Wilcoxon pareado®'?.

Os perfis médios foram tracados com os respectivos erros-padrao das
amostras celulares, em meio suplementado com soro fetal bovino e humano,

para cada um dos numeros de células iniciais (1.000, 5.000, 10.000, 15.000),

e verificada a existéncia da proliferacdo celular com o uso de curvas de
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crescimento, supondo matriz de correlacdo componente simétrica®'® para
cada um deles, e comparadas as curvas, sendo o tipo de soro o fator
aleatério, e o dia, o fator fixo.

Os seguintes softwares foram utilizados para analise dos dados: Excel

2003, SAS 8.0 e SPSS 15.0.
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41 ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CELULAS MESENQUIMAIS DO
LiQUIDO AMNIOTICO

Ao redor do 4° dia, as culturas de CMLAs, por ocasido da primeira
troca de meio de cultura, apresentaram, a microscopia 6tica, uma populacéao
visivel de células esparsas, pequenas em relacdo aos queratindcitos,
observados na inoculacdo celular primaria, com relacdo nucleo-
citoplasmatica grande, aderidas ao plastico do frasco de cultura.
Apresentaram a caracteristica de crescer em colénia e conforme se
estabelecia confluéncia, as células tornaram-se mais afiladas, produzindo
com o tempo material amorfo extracelular, organizando-se em multicamada
(Figuras 3 e 4). O tempo médio para atingir a confluéncia de 70% foi de 11
dias, com desvio padrdo de 3 dias, ndo ocorrendo diferenga significativa
entre os grupos B e H.

Nao houve falhas de cultura com as amostras obtidas no presente

estudo nem contaminacao fangica ou bacteriana.
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Figura 3 —

Cinética das células mesenquimais do liquido amniético em
cultura suplementada por soro fetal bovino, observando-se
adesdo inicial das células ao frasco (A1, A2), crescimento em
colénias (B1, B2, B3), confluéncia celular (C1, C2, C3, C4, C5),
producdo de material amorfo extracelular (D), e organizagéo
celular em multicamadas (E); aumento de 400X
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Figura4 — Cinética das células mesenquimais do liquido amniético em
cultura suplementada por soro humano, observando-se adesao
inicial das células ao frasco (A1, A2), crescimento em colbnias
(B1, B2, B3), confluéncia celular (C1, C2, C3, C4, C5),
producdo de material amorfo extracelular (D), e organizacédo
celular em multicamadas (E); aumento 400X
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4.1.1 Avaliacao da expansao das CMLAs em cultura, com meio
suplementado por soro humano ou soro fetal bovino

Nao houve diferenca estatistica entre a expansao das CMLAs em
meio de cultura, com suplementacdo de soro fetal bovino ou humano
(p=0,715) (Tabela 2 e Grafico 1). Nao se observou diferenca estatistica entre
elas, quando se considerou a evolugao dia-a-dia (p=0,681). As inflexdes nas
curvas (ao atingir o plateau) ocorreram préximo ao 8° dia. As curvas de
crescimento, individualizadas por diferentes densidades de indculo celular

inicial, encontram-se no ANEXO C.

Tabela2 - Descricao do crescimento médio em logqo e desvio-padrao, das
células mesenquimais do liquido amniotico, em cultura, quando
o meio foi suplementado com soro humano e com soro fetal
bovino, até o 14° dia, demonstrando, dia-a-dia, a média de
crescimento celular, o desvio-padrdo e o numero de amostras

da analise
SORO

DIA HUMANO BOVINO
MEDIA DP n MEDIA DP N
0 3,89 0 5 3,89 0 5
2 2,59 1,99 5 3,34 1,42 5
3 3,67 0,76 5 4,20 0,42 5
4 4,67 0,10 5 4,83 0,09 5
5 5,09 0,11 5 5,10 0,27 5
6 5,46 0,16 5 5,52 0,09 5
7 5,66 0,09 5 5,79 0,05 5
8 5,88 0,04 5 5,94 0,01 5
9 6,00 0,02 5 5,99 0,01 5
10 6,09 0,03 5 6,09 0,02 5
11 6,19 0,03 5 6,18 0,02 5
12 6,26 0,02 5 6,27 0,03 5
13 6,48 0,06 5 6,44 0,02 5
14 6,63 0,01 5 6,63 0,02 5

MEDIA — média do crescimento celular em logio; DP — desvio padrdo; n — nimero de
amostras
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Grafico 1 -

Perfil médio do crescimento em logi, e erros-padrdao das
células mesenquimais do liquido amnidtico, em cultura, quando
suplementado com soro humano e com soro fetal bovino, até o
142 dia
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4.1.2 Avaliacao da viabilidade celular das CMLAs em cultura,

suplementada com soro humano ou soro fetal bovino

A média e a mediana da viabilidade celular nos grupos B e H
(p=0,686) nao variaram significativamente. os dados da Tabela 3 ilustram a

andlise.

Tabela 3 - Descricdo da viabilidade das células mesenquimais do liquido
amniético, em meio, com soro fetal bovino e humano e o
resultado da comparacgao entre elas

SORO MEDIA(%) DP MEDIANA(%) MINIMO(%) MAXIMO(%) n p
SH 94,16 2,95 95,52 89,13 96,13 5
SFB 94,10 2,63 95,18 89,67 96,40 5

SH — soro humano; SFB — soro fetal bovino; DP — desvio padrao; n —nimero de amostras

0,686
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4.1.3 Avaliacao morfolégica das CMLAs em cultura, suplementada
com soro humano ou soro fetal bovino

Tanto no grupo B como no grupo H, as células apresentaram-se,
morfologicamente, em cultura como células afiladas com nudcleo bem
delimitado, com um ou dois nucléolos bem evidentes, citoplasma amplo,

limites imprecisos e borda irregular (Figuras 5 e 6).

Figura 5 — Células mesenquimais do liquido amniético em cultura
suplementada por soro fetal bovino, afiladas, com aspecto fibroblastéide
(aumento 800X) (A), organizando-se em coldnias (aumento 400X) (B)

Figura 6 — Células mesenquimais do liquido amnidtico em cultura
suplementada por soro humano, afiladas, com aspecto fibroblastéide
(aumento 800X) (A), organizando-se em coldnias (aumento 400X) (B)
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As CMLAs quando coradas por Leishmann apresentam-se como
células fibroblastéides alongadas e fusiformes, com nucleo eucromatico,
oval, grande e central e citoplasma abundante a microscopia oética, tanto
naquelas derivadas do grupo B como do grupo H.

A microscopia eletrdnica, foram observados filamentos de actina bem
organizados em suas extremidades, com cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso dilatadas, corpos lisossomais e polirribossomos e
ribossomos livres citoplasmaticos em fileira, e grande quantidade de
vacuolos lipidicos cheios ou vazios. Quando foram comparadas células
derivadas do grupo B e H, notou-se maior quantidade de vacuolos lipidicos

cheios no ultimo grupo (Figura 7).

| L I

Figura 7 — Células mesenquimais do liquido amniético, do grupo B (A) e
do grupo H (B), visualizadas pelo microscopio eletrénico, com
mesma ampliagdo (6000X), demonstrando maior niamero de
vacuolos lipidicos cheios, naquelas suplementadas com SH
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4.1.4 Imunofenotipagem

Os resultados demonstraram que as células possuem algumas
caracteristicas imunofenotipicas especificas de células-tronco
mesenquimais, tanto para as células cultivadas com SH, bem como com
SFB nao ocorrendo diferenca significativa entre os dois grupos. Em ambos,
a expressao foi muito baixa (< 5%) para os marcadores leucocitarios (CD14
e CD45), endoteliais (CD31 e CD106), de células-tronco neurais e
progenitores endoteliais (CD133). Apresentaram baixa expressao (<20%)
para os marcadores de células-tronco hematopoiéticas (CD34 e CD117) e
alta expressao (>70%) para os antigenos caracteristicos de células-tronco
mesenquimais (CD29, CD44, CD90 e CD105).

Os resultados da imunofenotipagem das CMLAs cultivadas em meio
de cultura suplementada com SH ou SFB estao representados na forma de
histograma (Figuras 8 e 9) e em porcentagem das células que pelo tamanho
e complexidade interna se localizaram no gate especifico, previamente

definido, que expressam cada um dos antigenos avaliados (Tabela 4).
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Figura 8 — Histogramas da aquisicao, pelo citbmetro de fluxo, das células

mesenquimais do liquido amniédtico, cultivadas em meio
suplementado com soro humano, demonstrando as
caracteristicas de expressdo dos antigenos de superficie
dessas células
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Figura9 - Histogramas da aquisicao, pelo citbmetro de fluxo, das células
mesenquimais do liquido amniédtico, cultivadas em meio
suplementado com soro fetal bovino, demonstrando as
caracteristicas de expressdo dos antigenos de superficie
dessas células
Tabela4 - Médias das porcentagens de expressao dos diferentes
antigenos de superficie das células mesenquimais do liquido
amniético, em meio de cultura suplementados com soro
humano ou soro fetal bovino, no gate da citometria de fluxo
CD14 CD29 CD31 CD34 CD44 CD45 CD90 CD105 CD106 CD117 CD133
SH 285 8493 155 10,71 7200 4,44 8327 89,31 0,39 17,85 0,12
SFB 1,78 8927 020 11,70 72,28 280 79,56 83,72 2,09 17,17 0,18

SH — soro humano; SFB — soro fetal bovino; CD — do inglés, cluster of differentiation
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4.1.5 Diferenciacao

Observou-se cor vermelha a microscopia 6tica, em todas as culturas
de amostras de ambos os grupos (B e H) e, em nenhum dos controles,
quando coradas pela Alizarina, demonstrando producado de calcio pelas
células. Percebem-se, ainda, células contendo cristais de carbonato e

oxalato de calcio. Isso confirma a diferenciagao osteogénica (Figura 10).

i 5 i e

Figura 10 - Microscopia 6tica, invertida, corando o calcio produzido pelas
células derivadas das células mesenquimais do liquido
amniético, em cultura, com meio suplementado com soro
humano (A) e com soro fetal bovino (B), demonstrando
diferenciacao osteogénica; aumento 400X

A coloragdo para fosfatase alcalina mostrou-se fracamente positiva
nos frascos de cultura celular com meio indutor de diferenciacao
osteogénica, tanto do grupo B como do grupo H, sem diferenca significativa

entre eles (Figura 11).
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Figura 11 - Microscopia otica, invertida, corando, discretamente, a
fosfatase alcalina, demonstrando diferenciacdo osteogénica
das células derivadas das células mesenquimais do liquido
amniético em cultura, com meio suplementado com soro
humano (A) e soro fetal bovino (B); aumento 400X

Depois de 21 dias de cultura das CMLAs com meio indutor de
condrogénese, foi analisado o tamanho do botéo celular, ndo se observando
diferenca significativa entre aqueles mantidos com SH e com SFB. A
microscopia oOtica, coradas pela hematoxilina e eosina, foram observadas
lacunas celulares compostas de glicoaminoglicanas e glicoproteinas,
compativeis com extracelulares de cartilagem e células semelhantes a
condrécitos, em todas as amostras dos dois grupos (B e H) e em nenhum

dos controles, sem diferenca significativa entre ambos (Figura 12).
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Figura 12 - Microscopia 6ética, demonstrando condrécitos e lacunas
condrocitarias, corados por hematoxilina, derivados das células
mesenquimais do liquido amnidtico, em cultura, com meio
suplementado com soro humano (A) e soro fetal bovino (B);
aumento 400X

4.1.6 Analise da expressao génica

Quando se avaliou a expressao génica dos transcritos NANOG, OCT-
4 e SOX2, associados com a pluripoténcia e indiferenciagéo celular,
observou-se que a maioria das amostras do grupo B e H demonstraram
expressao dos mesmos. O grupo B apresentou expressdao do NANOG em
trés quintos e o grupo H expressou em cinco quintos. Observou-se
expressao do OCT-4 em quatro quintos em ambos os grupos € o SOX2 foi
expresso no grupo B em quatro quintos, no grupo H em cinco quintos

(ANEXO D). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 13 apresenta o resultado do ensaio de expressao génica.
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Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose 2% demonstrando bandas de
expressao dos genes NANOG™ (A), OCT-4** (B) e SOX2*** (C)
nas células mesenquimais do liquido amnidtico, das cinco
amostras do grupo B (B1,B2,B3,B4,B5), das cinco amostras do
grupo H (H1,H2,H3,H4,H5), do controle negativo de
contaminacdo das solugcées (O), controle positivo de
expressdao, N-TERA-2 (C+), controle negativo de expressao,
MRC-5 (C-)

* - NANOG - do inglés, nanog homeobox; ** - OCT-4 - do inglés, octamer
4;*** - SOX2 - do inglés, sex determining region Y-2
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5.1 CONSIDERAGCOES INICIAIS

A relevancia do estudo de células do liquido amnidtico vincula-se a
propria evolucdo da Medicina Fetal. E muito maior a contribuicio desse
Setor da Obstetricia na prevencdo e no diagnéstico de alteragdes do
desenvolvimento fetal do que em seu tratamento. Métodos inovadores para
o tratamento de doengas diagnosticadas no ambiente intrauterino sao
perseguidos, e um deles, sem duvida, € a terapia celular. Quanto aos tipos
celulares Uteis nessa proposta de tratamento, as células do liquido amniético
séo, indubitavelmente, alternativa principal na atualidade.

Pesquisas em terapia celular para o feto sdo escassas no mundo
todo, e em nosso Pais nao é diferente. Na constatacdo dessa caréncia de
métodos terapéuticos para o feto, de base celular, surgiu o estimulo para
estudo de tal natureza.

Por contar com condicdes técnicas amplamente favoraveis no
HCFMUSP, constituidas pela disponibilidade de material (liquido amniético),
obtido das amniocenteses para investigacdo de cariétipo fetal, ja que a
Clinica Obstétrica é centro de referéncia nacional em Medicina Fetal; pela
disponibilidade de laborat6rio experiente em cultura celular, o Laboratério de
Genética e Hematologia Molecular - LIM31; e pela devida habilitagdo do
pesquisador executante, restava estabelecer metodologia adequada aos

propésitos do presente estudo.
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Inicialmente, procurou-se a padronizagao das tarefas no laboratério,
em vista do ineditismo do uso dessas células no Servico, investigando-se
ambiente e composicdo do meio de cultura ideal para o tipo celular em
questdo, tripsinizacdo adequada, tempo de troca de meio de cultura
favoravel, além de outras padronizacdes de métodos, necessarias para a fiel
reproducdo da pesquisa e analise subsequente dos resultados; o que
justifica o intervalo entre a aprovacao da pesquisa, pela comissao pertinente
e sua finalizacao.

Todos o0s ensaios foram realizados pelo pesquisador, com a
supervisao dos especialistas de cada laboratério onde ele foram realizados,
em paralelo e simultaneamente, evitando-se possiveis interferéncias no
ambiente de execucao, tais como: alteragao de temperatura, contaminacoes,
mudancas no lote de fabricacdo dos produtos e vicios de procedimentos. A

analise dos resultados é perdida quando realizada por pessoas diferentes.

5.2 AMOSTRAGEM, DESENHO DO ESTUDO E METODOS UTILIZADOS

O calculo amostral deste estudo determinou o uso do material de
duas gestantes, para a analise do resultado, mas, utilizando-se apenas duas
amostras, falha de cultura em alguma, hipétese provavel, inviabilizaria a
analise estatistica da pesquisa. Por esse motivo, associado ao fato da
dificuldade de repeticdo dos ensaios de criagdo de curvas de crescimento

celular, optou-se pela realizacdo dos mesmos, com amostras de cinco
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gestantes, permitindo a analise estatistica dos resultados, mesmo com falha
de crescimento celular em algumas amostras.

O liguido amniético deveria ser proveniente de gestacdes entre 16 e
22 semanas, pelo fato de ser este o intervalo preconizado para a
amniocentese classica, evitando-se o aumento do risco materno-fetal de
nova pun¢ao. Quando o procedimento for realizado antes dessa idade,
podera levar a maior risco, embora, teoricamente, possa oferecer outra
populacao celular, possivelmente mais primitiva. A escolha das amostras de
liqguido amnibtico, obtidas por ocasido do parto, certamente diminuiria o risco
de puncao pré-natal, com a obtencdo de células com imunofendtipo,

227 Porém, como a

potencial de expansdo e diferenciacdo semelhante
proposta inicial desta pesquisa era o estudo das CMLAs para manipulacao
no periodo pré-natal, a obtencdo das amostras do liquido amniodtico por
ocasiao do parto, embora factivel, e com menor risco, seria tardia. Para
outras aplicacbes, no neonato, infante ou mesmo adulto, torna-se
interessante, todavia. A analise dessas células, obtidas por ocasiao do parto,
encontra-se atualmente em realizacdo no Servico, em associacdo com 0
Laboratério de Investigacao Médica 31.

N&o se realizou anestesia local para a amniocentese, pois, de acordo
com estudo anterior, 96% das pacientes submetidas a esse procedimento
nao referem dor ou citam dor minima durante e apés o mesmo®®. No caso
de placenta anterior, era prevista a pungao transplacentaria, visto que nao

aumenta os riscos do procedimento®®®. Em trabalho paralelo, com dados nao

publicados, observou-se que as amostras obtidas de amniocentese
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contaminadas com sangue, resultantes de acidente na puncéo, resultam em
indice maior de falha de cultura. Portanto, resolveu-se incluir nos fatores de
exclusdo aquelas amostras que, por visualizacdo direta, apresentavam
aspectos sugestivos de contaminagdo com sangue. Entretanto, todas as
gestantes, aptas a ser incluidas no trabalho, até o numero amostral
determinado, apresentavam gestacao de 21 semanas e placenta posterior e
sem contaminagao por sangue, o que diminuiu ainda mais a variabilidade
das amostras.

As amostras de liquido amniético ndo poderiam ser provenientes de
gestantes com intercorréncias clinicas ou obstétricas, e os fetos néao
poderiam ser portadores de alteragdo estrutural ou de caridtipo, para
prevenir a interferéncia de fatores externos ao crescimento ou mesmo a
modificagdo dos tipos celulares previamente encontrados, e colocados em
cultura.

No entanto, observou-se que nenhuma amostra precisou ser
descartada no presente estudo, pelo fato do estudo cromossémico, obtido no
retorno ao Ambulatério de Obstetricia, e o laudo pediatrico, obtido ao
nascimento, ndo terem demonstrado alteracao de cariétipo ou de alteracao
estrutural aparente.

Quanto ao meio utilizado neste estudo, a escolha da modificacdo a do
Minimum Essential Medium Eagle (a-MEM) decorreu do fato de que o
mesmo proporcionou o melhor indice de proliferacdo das CMLAs, quando

comparado com outros meios de cultura testados, ndo demonstrando
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diferenca significativa em relacao a suplementacdo nesse meio, de fator de
crescimento de fibroblasto, em estudo inicial (dados n&o publicados).

Quando se comparou a modificacdo a do MEM com o MEM original,
observou-se que nessa modificacdo, em geral, s&o mantidas a concentracao
de sais inorganicos, vitaminas e aminodacidos essenciais, retirando glicina e
valina e acrescentando aminoacidos nao essenciais. Quando se comparou a
modificacdo a, utilizada neste estudo, com a modificagdo de Dulbecco,
utilizada na maioria dos estudos internacionais com CMLAs’#22%232
observou-se acréscimo de ferro e manutencao de outros sais inorganicos,
aumento em duas vezes da concentracdo de aminoacidos e aumento em
quatro vezes da concentracao de vitaminas (ANEXO E). Essas diferencas
nos componentes podem explicar a crescimento desigual dessas células
nesses meios de cultura (observado no estudo inicial), necessitando de
estudo detalhado dos compontentes para se estabeler meio ideal para as
CMLAs, nao sendo objetivo do presente estudo.

Em comum, observa-se que fibroblastos crescem com facilidade nos
meios de cultura acima, e as CMLAs, semelhantes morfologicamente aos
primeiros, também, apresentam a mesma caracterisica, quando em cultura,
nesses meios.

Também diferenciando este estudo dos demais, ndo se mostrou
necessaria a utilizacdo do fator do crescimento de fibroblastos ou de
qualquer outro fator de crescimento celular ou horménios, além daqueles ja
disponiveis no soro, seja humano ou fetal bovino, ndo alterando seu

potencial de expansao e diferenciacdo. Na literatura disponivel estudada
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222;232

sobre o assunto, utiliza-se o fator de crescimento de fibroblastos ou

219224 sabidamente

quando nao, adiciona-se a cultura primaria o meio Chang
suplementado com hormonios®', para o crescimento das CMLAs.

No presente estudo, ndo se mostrou necessaria a adicao de gelatina,
fibronectina ou colageno, para facilitar a aderéncia celular ao frasco de
cultura. Outros, entretanto, utilizam-se desse método. O grupo de Dario

Fauza faz uso de colageno??3'

, provavelmente por utilizar um meio
diferente, relacionado a menor potencial de expansao das CMLAs.

Nesta pesquisa, o soro humano usado, obtido do estoque regular do
Banco de Sangue e Hemo-derivados da Fundacdo Pr6-Sangue -
Hemocentro de Sao Paulo, ndo apresentava nenhuma padronizagdo em
relacdo a concentracdo de proteinas e lipides. Como a maior influéncia no
crescimento celular em cultura é exercida pelos componentes proteicos do
soro, foi realizada padronizacdo desses componentes do soro humano,
baseada na concentracao proteica do soro fetal bovino.

O método usado para a mensuracao do conteudo proteico (método de
Lowry)®'% é bastante preciso e (til para a proposta. A maioria dos estudos
encontrados na literatura, de andlise do crescimento de células
mesenquimais em meio suplementado por soro humano, é formada por pool
de doadores (soro alogénico) e obtido comercialmente, sem referéncia de
padronizacdo do conteldo proteico, quando comparado com soro fetal
bovino. Em estudo do crescimento de células mesenquimais de medula

O6ssea em meio suplementado por soro humano alogénico, demonstra-se

sua inviabilidade, com morte celular®®. O fato pode ser explicado pela
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presenca de fatores de incompatibilidade humoral interpessoal, de grande
importancia no estudo de transplantes de células e tecidos. Neste estudo,
nao se observou influéncia desse fator em relacado as CMLAs, de maneira
similar ao que percebem Kunisaki e colaboradores®*2.

Teoricamente, diferencas individuais relacionadas a composicao dos
soros dos doadores humanos podem influenciar no crescimento celular em
cultura, sobretudo em relacdo a presenca de diferentes concentracoes de
horménios e fatores de crescimento.

Em estudo paralelo, encaminhado para publicacdo, analisou-se a
proliferacdo das CMLAs em meio suplementado com soro humano de cinco
diferentes doadores, mas n&o se observou alteracado significativa na
expansao celular, imunofenotipagem, diferenciagcédo e expressao génica. A
concentragao de fatores de crescimento e horménios nos soros de doadores
utilizados nao parece apresentar variacdo suficiente para influenciar tal
crescimento. O Unico estudo encontrado na literatura, com uso de soro
humano no meio de cultura para CMLAs, utiliza soro comercial de pool de
doadores de um Uunico lote, mas ndo compara diferencas individuais de
doadores ou de distintos lotes dos soros, disponiveis comercialmente®?.

Yokoyama e colaboradores estudam o crescimento das CMEMs de
medula 6ssea, em meio com suplementacdo de soro fetal bovino de
diferentes lotes, isto é, com pool de doadores diferentes, mas ndao observam
diferenca nesse crescimento®®. Neste estudo, utilizou-se o0 mesmo lote de

soro fetal bovino, para ndo acrescentar viés a analise do resultado.
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Ao se comparar o crescimento das CMEMs de medula 6ssea, em
meio suplementado por soro fetal bovino ou humano, relata-se semelhanca
nesse aspecto, quando se emprega dosagem de 10% para o soro®'. Outro
relato, também, fazendo essa comparacdo demonstra menor potencial de
crescimento das CMEMs com soro humano®. Acredita-se que a falta de
padronizacdo dos métodos, dos meios de cultura, dos lotes utilizados, sua
procedéncia e mesmo o uso de diferentes frascos de cultura celular
dificultam a comparacao e a reprodutibilidade dos experimentos, fato que se
refere ndo s6 as CMEMSs, mas as células-tronco, em geral.

Na literatura pesquisada, o Unico estudo semelhante ao nosso que,
compara as propriedades das CMLAs em meio de cultura suplementado por
soro fetal bovino ou por soro humano, utiliza meio de cultura diferente do
que o empregado neste estudo e associado a fator de crescimento de
fibroblastos®®. N&o apresenta diferenca significativa no crescimento das
CMLAs, quando se varia a suplementacao do soro no meio de cultura. Neste
estudo, também, ndo se encontrou diferenca significativa em relagdo a
suplementacao do soro, ressalvando-se as diferencas entre este estudo e o
acima descrito, quanto ao meio utilizado e suplementacdo de fator de
crescimento.

Relata-se, ainda, distincdo no potencial de diferenciacao das CMLAs,
por influéncia da suplementacdo, no meio de cultura, por soro humano ou
soro bovino, que sera discutido adiante.

A contagem celular foi realizada manualmente em hemocitémetro, o

que permitiu uma analise mais detalhada, porém, menos reprodutivel.
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A passagem celular foi feita quando se obtinha confluéncia celular de
70% nos frascos de cultura, pois foi com esse padrédo de proliferacao celular
que, nos experimentos iniciais, foram obtidas a manutencdo do padréao
morfolégico e a expansao das células mesenquimais de liquido amniético.

Os ensaios de crescimento celular em cultura foram realizados em
triplicata, para se evitar erro de dosagem de inéculo primario (nimero inicial
de células). Foram analisados por 14 dias, pois em padronizagao inicial
mostrou-se que nesse tempo as células ja tinham atingido a fase de plateau

de crescimento celular.

5.3 ENSAIOS COM AS CELULAS MESENQUIMAIS DO LiQUIDO
AMNIOTICO

5.3.1 Expansao das células mesenquimais do liquido amniético em
cultura

As CMLAs apresentam-se como opcgao preferencial como fonte
celular mesenquimal para aplicacbes em terapia fetal. Primeiro, pela
facilidade e oportunidade de sua obtencado. Segundo, pelo maior potencial
de expansao exibido pelas mesmas, em comparacdo com outras fontes de

222:223228 ~ymo as CMEMs de medula

células mesenquimais, tanto fetais
6ssea de adulto®®. Esse maior potencial de expansdo pode ser explicado
pelo encontro de proteinas especificas relacionadas a manutencdo e

crescimento celular, vias energéticas, metabolismo proteico, apoptose, sinais

de transducdo, transcricdio e transporte de transcritos exclusivos,
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encontrados na analise protedmica de amostras de CMLAs e nao naquelas
de CMEMs de medula 6ssea #°.

Fator importante relacionado a cultura das CMLAs, com o propésito
de aplicacdo clinica em humanos, é a padronizacao rigorosa das condicoes
do ambiente, desde concentracdo de oxigénio até fatores nutricionais do
meio, visto que o tipo celular cultivado pode variar, dependendo desses
fatores. Em condicdes de hipdxia, observa-se alteracdo das caracteristicas
de expansdo de células do liquido amniético®®, como do padrdo de
expressdao génica de outras células mesenquimais, diferentes daqueles
observados em condicdes normais de oferta de oxigénio®'’. Células do
liquido amniético em cultura, quando submetidas a meio com baixa
concentracdo de nutrientes apresentam padrdo de crescimento incomum,
com formacdo de agregados, em multicamada, com perda de inibicdo de
contato, senescéncia, além de tornarem-se poliploides?®. Nessas condicdes,
ficam submetidas, frequentemente, a baixo pH e em ambiente com acumulo
de metabdlitos, condicao com frequéncia associada a transformacao celular
em cultura, potencial causa da formagao de tumores in vivo®®.

Nao se confirmou a hipbtese estatistica inicial de que haveria
diferenga entre o crescimento das CMLAs em meio de cultura suplementado
por soro fetal bovino ou humano, prevalecendo a hipétese nula, isto €, ndo
houve diferenca estatistica entre o crescimento dessas células, variando o
tipo de soro (soro fetal bovino ou humano) como suplementagdo ao meio de
cultura (p=0,715) (Tabela 2 e Grafico 1). Em relagao a variacado do numero

inicial de células em cultura, também nao houve diferenca na curva de
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crescimento celular, achado diferente de estudo anterior, onde, em meio
diferente do utilizado neste estudo, observou-se um potencial maior de
expansao, quando se empregou inéculo celular inicial menor?®.

Ao se analisar visualmente os graficos das curvas de crescimento
celular, observa-se que, quando o in6culo celular inicial foi de 1.000 ou
15.000, houve variagdo maior que nas outras densidades de in6culo (5.000 e
10.000), quando se analisam os dias 2 e 4. Além disso, ha maior variagao de
crescimento celular nos dias 2 e 4 em relacdo aos dias subsequentes de
todas as curvas. Mas, essa variacao € sO visual e ndo é estatisticamente
significante.

A comparagao do crescimento das CMLAs do presente estudo com
outros estudos é dificil pela diferenca de método adotado. Kaviani e

2 avaliam a crescimento celular das CMLAs, em meio

colaboradores?®
suplementado por soro fetal bovino pelo método de fluorescéncia, obtém
aliquotas do frasco de cultura em espaco de 2 horas cada e, também, pela
analise do DNA total da amostra, relacionando-se com a contagem celular.
Entretanto, ndo se considera a possibilidade de poliploidia. Kunisaki e
colaboradores avaliam o potencial de expansao celular, sem se preocupar
em construir curva de crescimento celular®?,

Na construcdo da curva existem limites a expansao celular pela
limitacao de meio nutricional e de espacgo. Portanto a analise comparativa é
relativa nesse caso. No entanto, observa-se no presente estudo, uma taxa

de expansao logaritmica maxima de seis vezes, atingida ao redor do 8¢ dia

de cultura celular, independente da densidade de indculo inicial. No estudo
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de Kunisaki e colaboradores®?, observa-se no oitavo dia, taxa de expansao
logaritmica de duas vezes. A diferenga pode ser explicada pelo uso de
métodos diferentes para isolamento e expansao celular. Como ja relatado
anteriormente, em estudos iniciais nao publicados, observou-se que o meio
que proporcionou a melhor taxa de expansao para as CMLAs foi o a-MEM e
que, de todos os meios pesquisados, o D-MEM (utilizado no estudo em
comparagao) era o que mostrava a pior taxa de expansao. Outra dificuldade,
em relacdo a comparacao, diz respeito a possibilidade de se estar
analisando células que apresentam semelhantes antigenos de superficie
(perfil mesenquimal), porém, de diferentes populacdes celulares do liquido
amniético.

A viabilidade celular das CMLAs em meio de cultura, nas duas
suplementagdes (soro fetal bovino e soro humano), resultou excelente, com
mediana ao redor de 94% de viabilidade celular, sem diferenga significativa,
nos dois grupos (Tabela 3). Steigman e colaboradores relatam viabilidade
das CMLAs, em soro bovino, ao redor de 88%, com mesmo método de

avaliacao®'.

5.3.2 Morfologia das células mesenquimais do liquido amnioético

Pela microscopia 6ética, a avaliacdo morfolégica das CMLAs,
apresentou-se sem diferenga significativa, entre os grupos (soro fetal bovino
e humano) (Figuras 5 e 6), em concordancia com o observado por Kunisaki

e colaboradores®?, mas, quando foi realizada pela microscopia eletronica,
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com observacdo mais detalhada das organelas citoplasmaticas, ficou
aparente a presenca de um numero maior de vacuolos lipidicos naquele
grupo em que o meio de cultura foi suplementado por soro humano (Figura
7). Provavelmente, o fato ocorreu, pela falta de padronizacdo do conteldo
lipidico das amostras de soro humano, em relagdo ao soro fetal bovino,
favorecendo uma maior oferta de lipides e por consequéncia, um maior
acumulo nos vacuolos das células, em meio com soro humano. Isto no foi
suficiente para causar alteragdo nos padrées de crescimento, diferenciagao

e expressao génica dessas células.

5.3.3 Imunofenotipagem

Neste estudo, observa-se que o imunofenétipo das CMLAs, em meio
de cultura, suplementado por soro fetal bovino ou humano, é semelhante
(Figuras 8 e 9 e Tabela 4). Apresenta os mesmos marcadores antigénicos
de superficie de membrana celular, compativeis com células mesenquimais,
sem alta expressdo dos marcadores hematopoiéticos ou endoteliais, a

semelhanca do que observaram Kunisaki e colaboradores®,

Diferente
desse, entretanto, percebeu-se neste estudo uma pequena expressdo de
marcadores hematopoiéticos, como o CD34 e CD177 (Tabela 4). O fato
pode estar relacionado ao uso de diferentes meios de cultura para os dois
estudos. Neste trabalho, ndo se observou positividade para o CD133,

relacionada as células-tronco neurais e progenitores endoteliais a

semelhanca do que relataram De Coppi e colaboradores®'®, e em oposicéo
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ao que descrevem Prusa e colaboradores®'!. Esse achado pode ser
determinado pela presenca provavel de diferentes populagdes celulares
originalmente no liquido amniético, além da escolha de distintos meios de
cultura celular.

O estudo das CMLAs ainda precisa de maior aprofundamento,
objetivando determinar se, embora com mesmos marcadores de superficie,
relacionados a linhagem mesenquimal, as células descritas nos diversos
estudos encontrados na literatura pertencem a mesma populacdo, ou a

diferentes populagdes celulares do liquido amniético.

5.3.4 Diferenciacao

5.3.4.1 Diferenciacao Osteogénica

Neste estudo, a diferenciacao osteogénica foi conseguida, utilizando-
se meio indutor com fosfato-2-ascorbato (Sigma Chemical St. Louis, MO,
USA) e B-glicerofosfato (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA), conforme

descrito por outros autores 422

. A comprovacao dessa diferenciacédo
ocorreu pela demonstragcdo da producdo de célcio pelas células coradas
pela Alizarina (Figura 10). A confirmacdo dessa diferenciacdo, pela
expressao génica de transcritos relacionados, encontra-se em execugao no
Laboratério de Investigacdo Médica 37 (dados ndo publicados). Além da
marcacao pela Alizarina, comprovou-se a diferenciacdo osteogénica pela

presenca da fosfatase alcalina (Figura 11), proteina que expressa a

atividade de mineralizacdo da matriz 6ssea®'®.
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Quando se comparou o potencial de diferenciacdo osteogénica das
CMLAs em meio de cultura suplementado com soro fetal bovino e humano,
nao se observou diferenca significativa, diferentemente do observado com
CMEMs de medula 6ssea, em que se relatou maior potencial quando
cultivadas em meio suplementado com soro humano®2%2.

Perda 6ssea pode ocorrer por problemas congénitos ou adquiridos,
como cirurgia, trauma ou tumores. Sua correcdo pode necessitar de
transplante ésseo ou de substituto, re-estabelecendo a integridade estrutural
e funcional do esqueleto. Nem sempre se consegue 0sso autélogo para a
correcdo, sobretudo em pacientes pediatricos, oncolégicos ou
osteoporoéticos. As CMLAs, conforme demonstrado neste estudo,
apresentam potencial de diferenciacao osteogénica, o que as habilita para o
reparo 6sseo, a exemplo do que fez Horwitz, inoculando CMEMs de medula
Ossea, sistemicamente, em criancas portadoras de osteogénese
imperfeita®'9°2°,

Imagina-se também, com o diagnostico precoce dessa doenca, o
tratamento intrauterino, com CMLAs modificadas geneticamente, ou mesmo
de doador, visto que essas células apresentam vantagem em relagdao as
CMEMs, por causarem menor reacdo imune. Le Blanc e colaboradores'”’
utilizaram, para tal propésito, CMEMs de medula éssea. Outro uso seria em
engenharia tecidual, com bioproteses povoadas por células Osseas

diferenciadas das CMLAs ou ndo diferenciadas, em biopréteses

osteoindutoras na reconstrucdo de pequenos e grandes segmentos 6sseos.
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5.3.4.2 Diferenciacao Condrogénica

Neste estudo, a diferenciacdo condrogénica foi conseguida
empregando-se meio indutor com TGF-B1 (Sigma Chemical St. Louis, MO,
USA) e dexametasona (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA), conforme

228248 considerando-se seu aspecto histologico

descrito por outros autores
(Figura 12).

Quando se comparou o potencial de diferenciacao condrogénica das
CMLAs, quando em meio de cultura suplementado por soro fetal bovino ou
humano, ndo se encontrou diferenca significativa, em oposicdo ao
encontrado com células mesenquimais obtidas da sindvia, na qual se
encontra maior potencial condrogénico quando em cultivo suplementado
com soro humano?®'.

Yokoyama e colaboradores observaram, estudando a diferenciagéo
condrogénica das CMEMs de medula 6ssea, que a concentracao maior de
soro fetal bovino aumentava o potencial de diferenciacdo condrogénica
dessas células®®. Nesta pesquisa, ndo foram estudadas diferentes
concentracdes de soro, sendo que a comparacao se realizou somente com
mesma concentracao de soro fetal bovino e humano.

Estudos de diferenciagdo condrogénica de CMEMs com as distintas
isoformas de TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3) resultam em melhor
potencial condrogénico com TGF-B2 e TGF-B3, isolados ou em conjunto,
quando se utiliza o TGF-B1%321322 Quando se estuda a diferenciacéo
condrogénica  de CMLAs, observa-se maior  producdo de

glicosaminoglicanas e colageno tipo Il com o TGF-B1 do que com o TGF-
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B3%*®. Quando se compara a matrix extracelular produzida pela diferenciagao
das CMEMs e CMLAs, observa-se que a ultima produz menor quantidade da

mesma>*,

Pode-se especular que diferentes meios indutores produzem
distintas cartilagens para diversas aplicacoes.

Normalmente, lesbes de cartilagem articular sao irreversiveis, pela
natureza avascular e menor relagcao célula/matriz do tecido cartilaginoso,
associado com a pequena atividade metabdlica dos condrdcitos
maduros®?*°2*_ As lesdes da cartilagem, que nao atingem o osso subcondral,
estimulam pouco as células mesenquimais da medula O6ssea a se
deslocarem para o local da leséo, dificultando seu reparo. Aquelas que
atingem o0 o0sso subcondral, mesmo com migragdo das células
mesenquimais da medula Ossea para a lesdao, geralmente, produzem
fibrocartilagem para reparo®°®?®. O uso de condrécitos maduros torna-se
invidvel, pois apresentam baixa taxa de proliferagdo in vivo; quando
expandidos in vitro mostram perda de sua funcdo®’. Uma solugdo teérica
seria 0 uso de células mesenquimais para o reparo da cartilagem>?. Dentre
elas, considera-se que as CMLAs, pelo seu grande potencial de
diferenciagado condrogénica, baixa imunigenicidade e facilidade de obtencao
devem ser opgao interessante.

O uso da CMLAs para a construcao de tecido cartilaginoso é apenas
0 primeiro passo para sua aplicacao clinica, pois precisa de uma melhor
avaliacdo, como qual tipo de cartilagem sera formada, em vista de sua
composicdo de colageno, glicosaminoglicanas, elastina e matriz

extracelular®®, ou mesmo, da composicdo do neo-0sso e sua interagdo com
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0 0sso remanescente®®. Ambos devem ser avaliados quanto a elasticidade
e resisténcia, em vista da aplicagcdo que se deseja. O segundo passo €
verificar-se qual bioprétese deve ser empregada, observando-se o tempo de
degradacao e a capacidade de adaptacao celular a ela. S6 vencidas estas

etapas, estudos clinicos poderao ser realizados.

5.3.5 Expressao génica

A analise da expressado génica de uma célula ajuda a entender os
mecanismos em que ela esta envolvida naquele momento, e sua
potencialidade. Células mesenquimais de diferentes origens apresentam
expressao génica distinta, e as CMLAs, in vivo, parecem apresentar
interacdo com o Utero, através de hiperexpressao de receptores de ocitocina
e trombina®®. A andlise da expressdo dessas células, quando isoladas e
expandidas in vitro, pode sugerir sua origem e potencialidade, por analise
comparativa.

Neste estudo, a analise de expressao génica das CMLAs em cultura,
suplementadas por soro humano ou soro fetal bovino, foi efetuada com os
padroes ja estabelecidos e oferecidos comercialmente (N TERA-2 cl.D1,
MRC-5) (ANEXO B), & semelhanga do que fizeram Tsai e colaboradores®*
ao avaliarem a expressao génica do OCT-4 por essas células, em meio de
cultura suplementado com soro bovino, diferente do usado neste estudo.
Ampliando o que fez o grupo acima mencionado, que confirmou o estudo de

Prusa e colaboradores®®, analisou-se a expressao dos trés genes quando
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expressos em conjunto, sdo considerados essenciais a pluripoténcia e
manutencdo do estado indiferenciado das células (OCT-4, SOX2 e
NANOG)®°,

Sabe-se que, nas células-tronco embrionarias, a acdo do OCT-4 é
dose dependente que em maior ou menor concentracdo induz
diferenciacdo®®. Esta concentracdo 6tima é regulada pela acdo de genes
reguladores®®, entre eles, o NANOG®®%° ¢ o SOX22%3% Boyer e
colaboradores propdéem que, em células-tronco embrionarias, o OCT-4,
SOX2 e NANOG colaboram na formagdo de um circuito regulatério,
contribuindo para a pluripoténcia e autorrenovacdo das células-tronco
embrionarias®®°. Neste estudo, demonstrou-se a presenca desses transcritos
(Figura 13 e ANEXO D), porém a transposicdo dessa afirmagcao para as
CMLAs carece de comprovacao.

Pode-se ainda, experimentalmente, demonstrar-se a efetiva
pluripoténcia de uma célula, verificando sua colaboragdo no
desenvolvimento embrionario e formacao de quimeras, apds sua injecao em
blastocistos®'. E possivel também se comprovar a pluripoténcia de células
humanas a semelhanca do que ocorre com células-tronco embrionarias
humanas, pela formacao de teratomas apéds transplante em camundongos
SCID (do inglés, severe combined immunodeficiency)®*'.

Outros testes menos especificos podem comprovar a pluripoténcia,
como a formagdo de corpos embridnicos in vitro ou a presenca de
marcadores moleculares, representando os trés folhetos germinativos, ou

ainda por meio de protocolos que comprovem sua diferenciacdo em
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linhagens celulares especificas®®'. Quanto as CMLAs, alguns relatos
comprovam sua diferenciacdo?'®, enquanto outro descreve a formagdo de
corpos embridnicos®', porém testes mais especificos sdo necessarios para
comprovar sua pluripoténcia. Podem ser necessarias condicoes especiais de
cultura, tais como, cocultura com outras células e adicao de determinadas
citocinas, para que ocorra diferenciacao espontanea das CMLAs, a exemplo
do que se verifica com as células-tronco embrionarias®. Neste estudo, a
comprovacao da expressao dos genes OCT-4, SOX2 e NANOG é um dado

a mais, que estimula a realizacao pronta dos testes de pluripoténcia.

5.4 CONSIDERACOES ETICAS

A utilizacao de tecidos e células embrionéarias e fetais é objeto de
intenso debate ético. A fonte de células-tronco embrionarias humanas € a
massa celular interna do blastocisto, que inviabiliza o desenvolvimento
embrionario subsequente a essa retirada, portanto, constituindo-se em
interrupgéo ao possivel desenvolvimento de novo ser. Se o embrido, nessa
fase, ainda nao implantado no utero, for considerado como novo ser
humano, sera motivo de controvérsia, pois envolve discussao sobre quando
se inicia a vida. Por outro lado, o transplante de tecido fetal originado de
aborto legal pode apresentar questionamentos, pois tanto pode ser
considerado aproveitamento nobre de material descartado, como né&o

justificado, por se tratar de potencial ser humano. O uso de tecidos
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originados de aborto espontaneo tende a gerar menos discussdes de cunho
moral, porém, geralmente é inapropriado para uso experimental e clinico,
pois, com frequéncia, ocorrem anomalia cromossdmica, infeccao e andxia
tecidual®®?.

A obtencao de células do sangue fetal, factivel teoricamente, implica
procedimento de risco, a cordocentese, resultando em pequeno nimero de
células mesenquimais. Sua coleta por ocasidao do parto, embora, sem riscos,
pode ser considerada tardia por nao permitir o tratamento pré-natal. Por
outro lado, o uso de células fetais presentes no liquido amniético, gera
menos questionamentos éticos. Elas podem ser obtidas por meio de
procedimentos diagnésticos pré-natais de rotina, amparados por extensa
bibliografia e aceitos pela populagdo. Seu uso justifica-se, pelo fato de nao
aumentar o risco materno-fetal. Estas células em uso autélogo nao
apresentam nenhum entrave ético, conquanto seja alternativa valida para
tratamento perinatal de doenca fetal. Entretanto, o uso heterélogo, merece
consideracoes éticas analogas aquelas do transplante de tecido fetal.

A vantagem principal é que se eliminardo as discussdes paralisantes
sobre a destruicio de embribes para isolamento de células-tronco
embrionarias, assim, se as células isoladas do liquido amniético, obtidas por
procedimento diagndstico pré-natal de rotina, apresentarem caracteristicas
de células-tronco embrionarias, além de diferentemente dessas, nao levarem
a formacao de tumores quando transplantadas, como demonstrado por De

Coppi e colaboradores?™®.
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Em nosso meio, ndo existe atualmente, detalhamento regulatério de
seu uso, em especifico, em terapia fetal. Em outros paises, sociedades e
autoridades nacionais procuram abordar o tema com recomendacoes

éticag33%:334,

5.5 APLICACOES

Dentre as células mesenquimais fetais, as CMLAs apresentam-se
como ideais ao uso em terapia celular autéloga, pela sua facilidade de
obtencdo, sem aumentar o risco inerente ao procedimento de amniocentese
para diagnéstico genético pré-natal, podendo ser obtidas em tempo habil
para manipulacdo durante a gestacdo. Mostram-se com caracteristica de
rapida proliferacdo, manutencao de indiferenciacdo em cultura, grande
potencial de diferenciacdo, além de apresentarem marcadores de
pluripoténcia, podendo ser utilizadas em uma séria enorme de aplicagdes,
como terapia celular simples, génica e engenharia de tecidos. Apresentam
também vantagem, em relacdo as outras células mesenquimais, para
aplicacdo em terapia celular alogénica. Possuem menor imunogenicidade,
pelo fato de ndo expressar em os antigenos de superficie HLA Classe
“201;335.

Podem ser usadas como adjuvante a infusdo de outras células, com
fins terapéuticos. Sabe-se que a coinfusdo de células mesenquimais do

doador pode causar menor incidéncia de reagdo enxerto-receptor>36:%
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quando se propde transplante no feto, seja ele de células (por exemplo,
células-tronco hematopoiéticas) ou de neotecidos construidos durante a
gestacdo, para aplicacbes de terapia intrauterina. O uso de células
mesenquimais da medula 6ssea como coadjuvante em transplantes de
células-tronco hematopoiéticas, apds terapia mieloablativa, mostrou-se
factivel e seguro®®, podendo servir de exemplo tedrico a essa proposicdo de
uso. Observa-se aumento da hematopoiese pela producdo de citocinas
pelas células mesenquimais, além das propriedades imunomoduladoras
dessas células, ja anteriormente descritas'0%:339340,

Descreve-se o uso de células mesenquimais de medula éssea para o

tratamento de infarto do miocardio®*

e, em vista do maior potencial
proliferativo e do perfil imunolégico especial das CMLAs, pode-se antever
seu uso em cardiologia, como demonstram 0s experimentos iniciais em

21625 O resultado

animais, com inoculagdo local e em coenxerto
desfavoravel verificado em publicacdo anterior®®, com rejeicdo das CMLAs,
quando inoculadas em miocéardio e formacao de tumoragdo, com aspecto
condrogénico, merece melhor avaliacdo. Neste aspecto, é importante que
seja repetido o experimento, pelo mesmo centro e por outros, visto ser o
Unico na literatura que demonstra tal resultado adverso.

O uso das CMLAs em engenharia tecidual, na confecgao de valvulas
cardiacas, pode trazer beneficios tanto a adultos, como ja demonstrado em
trabalho anterior®®, como a Medicina Fetal, quando se detecta, no pré-natal,

malformacdo estrutural cardiaca, necessitando de reparo apés o

nascimento. Tanto quanto em Cardiologia, em Nefro/Urologia as CMLAs



Discussao 100

apresentam aplicagdes muito interessantes, ja que se demonstrou que
podem dar origem a estruturas renais®®’.
Da mesma maneira, em Neurologia, como demonstram Pan e

colaboradores?#°°'

e Rehni e colaboradores®? podem ser Uteis em
regeneracao tecidual. A regeneracdo pulmonar €& outro aspecto muito
relevante em Medicina Fetal e Obstetricia (hipoplasia pulmonar,
prematuridade), mas quais as CMLAs podem ser extremamente Uteis e ja
demonstraram, em animal adulto, seu potencial de plasticidade,
diferenciando-se de maneira adequada, em resposta a lesdao, em diferentes
compartimentos do pulm&o®°.

Em doencas de origem genética, as células mesenquimais
mostraram-se vantajosas, entre outras, em terapéutica de osteogénese

108320 ¢ esclerose amiotréfica lateral®*?. Pode-se inferir que

imperfeita
estudos com CMLAs também devem apresentar resultados satisfatérios.

QOutro uso para as CMLAs é em terapia génica. Em estudo anterior,
em ratos, demonstrou-se que as CMEMs modificadas geneticamente para
hiperexpressarem gens osteogénicos, como a BMP-2 (do inglés, bone
morphogenetic protein-2), quando inoculadas, além de facilitarem sua
diferenciacao osteogénica, também, recrutaram células mesenquimais do
receptor, causando formagao 6ssea in vivo**,

Em outro estudo, Liu e colaboradores®*® demonstram que CMLAs de
camundongo podem ser transfectadas sem perder seu imunofenétipo e

potencial de diferenciagdo. Os vetores génicos mais utilizados sao os

adenovirus, os retrovirus e os lentivirus, porém podem desenvolvem
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citotoxicidade, resposta imune, mutagénese insercional e pequena
capacidade de conter sequéncias génicas®*.

O emprego de baculovirus parece alternativa viavel, ainda nao se
conhece efeito citopatico a seu uso, além de permitir inser¢do de grandes
sequéncias. CMLAs humanas foram transfectadas por adenovirus, ndo se
observando alteracdo de seu imunofendétipo, capacidade proliferativa,
potencial de diferenciacéo, além de ndo terem expressado os antigenos de
superficie HLA-DR, o que pode significar auséncia de reacdes imunes ao
vetor no transplante das CMLAs?%,

Em comparagcdo com CMEMs de medula 6ssea, mostraram potencial

262 O uso dos vetores acima, baculovirus e adenovirus

de transfeccdo maior
com vetores em CMLAs humanas, em meio suplementado por soro humano,
merece ser testado e, posteriormente, avaliado em aplicacdes especificas.

Ao pensar em engenharia tecidual, com a utilizacdo das CMLAs, em
fase pré-clinica, o grupo liderado por Fauza, no Children’s Hospital de
Boston, ligado a Harvard Medical School, inicialmente isola e caracteriza
essas células®®. A seguir, seguindo recomendagdes do FDA, para
aplicacbes em humanos, substitui a formulacdo do meio de cultura,
comparando com o meio tradicionalmente utilizado em cultura celular®®.

Em uma terceira fase, visto que pode existir uma lacuna entre a coleta
do liquido amniotico e a utilizacdo dessas células, ja expandidas, apds o
nascimento, em engenharia tecidual, criopreservam e apés 3 a 5 meses,

descongelam e constatam manutencdo das propriedades de expansao e

imunofendétipo das CMLAs, seguindo ainda, as normas da mesma agéncia
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reguladora nos Estados Unidos da América, para uso dessas células em
humanos®™.

Ao sinalizar o inicio das aplicacdes clinicas em humanos, além desse
grupo pioneiro, outras iniciativas nesse mesmo sentido existem. O emprego
de CMLAs para tratamento de insuficiéncia renal grave, por nefropatia de
refluxo, em criancas, faz parte de um projeto de estudo multicéntrico,
multinacional da Unido Europeia de terapia baseada em células-tronco
(KIDSTEM)®**. Outro projeto europeu tem como foco o tratamento de
doencas congénitas, utilizando-se de engenharia tecidual e células-tronco,
dentre elas, as CMLAs, congregando dez centros de pesquisa e cinco
empresas privadas, de nove paises da Europa (EUROSTEC -Soft tissue
engineering for congenital birth defects in children)®®°.

Em paralelo, quando se iniciar a fase clinica do transplante das
CMLAs em humanos, o acompanhamento da migracdao dessas células, in
vivo, podera ser realizado através de ressonancia nuclear magnética, se
confirmados os resultados obtidos com esta técnica em camundongos®’.

Confirmada a eficacia do uso das CMLAs em terapia celular em
humanos, apds uso ainda inicial das mesmas, em modelos animais de varias
doencas, abre-se o caminho para o futuro armazenamento dessas células

para tratamento autélogo em fases mais tardias da vida ou ainda para

tratamento alogénico pela procura de compatibilidade doador-receptor.
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5.6 CONSIDERACOES FINAIS

Demonstrou-se a viabilidade de se coletar, cultivar e expandir células

mesenquimais fetais, tanto do liquido amni6tico®*®?*’, do liquido pleural

|348 |349

fetal™, e de urina fetal™, utilizando-se meio de cultura seletivo. Em outros
centros de pesquisa do exterior, ja foram analisados o potencial de
crescimento, as caracteristicas de imunofenétipo, a capacidade de
diferenciacao e a expressao do OCT-4 por essas células, que se mostraram
concordantes com este estudo.

Em estudo realizado pela equipe liderada por Dario Fauza, na
Harvard Medical Schoof*, em parte semelhante ao nosso, substitui-se, no
meio de cultura, a suplementacdo com soro fetal bovino por soro humano.
Esta substituicao foi realizada com o objetivo de evitar as possiveis reacoes
imunolégicas, relacionadas a presengca de proteinas bovinas, as
contaminacoes bacterianas e a possibilidade de transmissdo de prions ao
receptor. Nao se encontra alteragao significativa no crescimento em cultura e
no imunofenétipo. Ao ampliar o conhecimento atual sobre as CMLAs, este
estudo, por primeiro na literatura nacional e internacional, analisa seu
isolamento e expansao em meio de cultura sem o uso de outros fatores de
crescimento, além do soro, e avalia o potencial de diferenciacdo e a
expressao génica das CMLAs em meio suplementado por soro humano.

A comprovacdo de que apresentam o0 mesmo potencial de

crescimento, em meio de cultura suplementado, tanto com soro humano,

como com soro fetal bovino, apresentando o mesmo imunofenétipo e com
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caracteristicas de diferenciacao semelhantes, torna-as potenciais candidatas
ao uso clinico em terapia celular, génica, e na engenharia tecidual,
confirmados esses estudos por outros centros.

Ainda, a demonstracdo de que as CMLAs apresentam expressao dos
trés genes OCT-4, SOX2 e NANOG, se confirmadas por novos estudos, nao
s6 reafirmarao trabalhos anteriores, que sugerem sua pluripoténcia®'®, como
permitirdo imaginar novos projetos para se estabelecer os mecanismos da
manutencao da indiferenciacao e pluripoténcia, vislumbrando para o futuro,

aplicacoes antes s6 imaginadas com o uso de células-tronco embrionarias.
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O presente estudo, avaliando as células mesenquimais do liquido
amniético (CMLAs) em meio de cultura, comparando a suplementacao com

soro fetal bovino (SFB) e com soro humano (SH), permitiu concluir que:

1. n&o houve diferenga significativa em seu isolamento e cultura;

2. as curvas de crescimento celular construidas nao demonstraram
diferenca significativa no padrdao de expansao celular, quando variou a

suplementacdo do meio de cultura com soro humano ou fetal bovino;

3. quanto a morfologia:
a. ndo apresentou variacdo quando as células foram avaliadas ao
microscépio 6tico;
b. variou com a presenga de maior niumero de vacuolos lipidicos, nos
casos de meio de cultura suplementados com soro humano, quando

as células foram avaliadas ao microscopio eletrdnico;

4. nado foi encontrada diferenga significativa no padrao de imunofendtipo,

em relacdo aos marcadores de superficie pesquisados; e

5. ocorreu diferenciacdo osteogénica e condrogénica em ambos 0s grupos;

6. nas duas suplementacdes do meio de cultura, observaram-se expressao

dos transcritos dos genes OCT-4, NANOG e SOX2.
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ANEXO A

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU

RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME DO PACIENTE .ottt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e nnsaseeeeeeeeas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : ...ovveeeeiieeeeeeeeieeeeee e, SEXO: MO FO
DATA NASCIMENTO: ........ A ...
ENDEREGO ..ottt e N2 ..o, APTO: oo,
BAIRRO: oo CIDADE ...
CEP: e, TELEFONE: DDD (............ ) et
2. RESPONSAVEL LEGAL ...ttt ettt ettt en et e nen s e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) .......oocuieiiiiiiieii e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......oooeeeeeeeeeeeeeeee SEXO: MO F I
DATA NASCIMENTO..: ...... A R
ENDEREGO: ...ttt Ne ... APTO: ..o
BAIRRO : ..ot CIDADE: ...
CEP: e TELEFONE: DDD (............ Yttt

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: "Cultura com soro humano e expansao de
amniécitos”

PESQUISADOR: Marco Antonio Borges Lopes

CARGO/FUNGCAO: Professor doutor MS3 FMUSPp

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N: CREMESP 71533

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Obstetricia e Ginecologia, Disciplina de
Obstetricia.

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MINIMOX RISCO MEDIO ™
RISCO BAIXO 1] RISCO MAIOR 17

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia
do estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA :2 anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

Pelo fato de vocé ter idade maior que 35 anos, vocé apresenta um aumento do risco de seu
bebé nascer com algum defeito nas células do seu corpo, como sindrome de Down. Porisso,
seu meédico sugeriu a coleta de uma pequena porgédo do liquido que envolve o0 seu bebé,
para analisar as células nele contidas. A coleta sera realizada através da introdugédo de uma
agulha no seu abdomen, sem atingir o seu bebé. Na maioria das vezes essa coleta ndo
apresenta problemas, mas aproximadamente de cada duzentas coletas realizadas, uma
pode apresentar complicagdes como sangramento vaginal, rompimento da bolsa d’agua,
infeccdo, enjéos, ou até mesmo acontecer aborto ou ndo se conseguir realizar a coleta. O
liquido coletado sera enviado ao laboratério para analisar seu contetudo e confirmar se seu
bebé tem problemas nos cromossomos ou ndo. Estamos convidando vocé para participar de
uma pesquisa para observar se as células do liquido amniético conseguem crescer fora do
corpo humano e se multiplicar. A finalidade dessa multiplicagcdo €& conseguir células
formadoras de tecidos humanos para ajudar bebés que nasceram com defeitos e necessitam
de corregdo. Como de habito, o material estudado serd descartado apdés o estudo. Esse
estudo ndo aumenta o risco inicial da coleta do liquido que envolve o seu bebé para estudar
0S Cromossomos, pois s6 usara uma parte do liquido j& colhido.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. O paciente terd acesso, a qualquer tempo, as informagbes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, dirigindo-se a Clinica Obstétrica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.

Vocé poderd a qualquer momento, se informar a respeito do andamento da pesquisa,
dirigindo-se ao nosso hospital.

2. O paciente ou seu representante legal tera liberdade de retirar seu consentimento a
qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a
continuidade da assisténcia.

Vocé podera deixar de participar a qualguer momento do estudo, sem que isso
prejudique o seu tratamento neste hospital.

3. Os pesquisadores responsaveis salvaguardam a confidencialidade, sigilo e privacidade
dos dados.

Seus dados pessoais, relacionados ao estudo, serdo resguardados pelos médicos
pesquisadores.

4. Havera a disponibilidade de assisténcia para o tratamento pré-natal e pés-natal no Servico
de Obstetricia e Ginecologia do HCFMUSP e na dependéncia de disponibilidade tanto
do sujeito quanto do servico, o atendimento obstétrico.

Na dependéncia da disponibilidade, seu tratamento pré-natal, parto e pds-natal
poderd ser realizado no Hospital das Clinicas da FMUSP.
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V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGCOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Sérgio Duarte e Marco Antonio Borges Lopes: Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Endereco: Av. Enéas de Carvalho
Aguiar, 255, 10® andar, Sdo Paulo, SP, Fone: (11) 30696209.

VI. OBSERVAGCOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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ANEXO B

CELULAS MRC-5

A linhagem celular MRC-5 foi derivada de tecido pulmonar normal de
um feto humano de 14 semanas, de sexo masculino, por J.P. Jacobs em
setembro de 1966.

Apresenta capacidade de duplicacdo em cultura de 42 a 46 vezes,
antes de atingir senescéncia.

O meio de cultura dessa linhagem celular é o a-MEM suplementado
por soro fetal bovino 10%.

CELULAS NTERA-2 cl.D1

A linhagem celular NTERA-2 cl.D1 é derivada de carcinoma
embrionario pluripotente testicular, obtida de metastase pulmonar em
humano masculino de 22 anos, estabelecida em 1980, por xenoenxerto da
linhagem Tera-2 em camundongo. Apresenta potencial de diferenciacao

pluripotente.

O meio de cultura dessa linhagem celular é o D-MEM suplementado por soro
fetal bovino 10%.
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ANEXO C

Grafico 2 — Perfil médio do crescimento em logio € erros-padrao das
células mesenquimais do liguido amniético, em cultura, com
in6culo inicial de 1 000 células, quando suplementado com
soro humano e com soro fetal bovino, até o 142 dia

Log 10 CMLA

2 4 6 8 10 12 14
Dia
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Grafico 3 - Perfil médio do crescimento em logio € erros-padrao das
células mesenquimais do liguido amniético, em cultura, com
in6culo inicial de 5 000 células, quando suplementado com
soro humano e com soro fetal bovino, até o 142 dia
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Grafico 4 — Perfil médio do crescimento em logiy e erros-padrao das
células mesenquimais do liquido amnidtico, em cultura, com
indculo inicial de 10 000 células, quando suplementado com
soro humano e com soro fetal bovino, até o 14° dia

Log 10 CMLA
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Grafico 5 - Perfil médio do crescimento em logio € erros-padrao das
células mesenquimais do liquido amniético, em cultura, com
in6culo inicial de 15 000 células, quando suplementado com
soro humano e com soro fetal bovino, até o 142 dia

Log 10 CMLA
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ANEXO D

Tabela 5 — Tabela de comparacao entre a expressado dos genes NANOG,
OCT-4 e SOX2 nas cinco amostras de células mesenquimais
do liquido amniético do grupo B (complementado com soro
bovino), além do controle negativo de RNA (branco), para
analise da contaminacdo do preparado; N-TERA-2, como
controle positivo; e as células MRC-5, como controle negativo
da expressao génica

NANOG OCT-4 SOX-2

BRANCO (H.0) - - -
N-TERA-2 + + +
MRC-5 - - -
H1
H2
H3
H4
H5 +

+

+ + + + +

+
+
- +
+
+

TOTAL 5/5 4/5 5/5

H1 — amostra 1 do grupo H, H2 — amostra 2 do grupo H, H3 — amostra 3 do grupo H, H4 — amostra 4
do grupo H, H5 — amostra 5 do grupo H

Tabela 6 — Tabela de comparacao entre a expressado dos genes NANOG,
OCT-4 e SOX2 nas cinco amostras do grupo H
(complementado com soro humano), além do controle negativo
de RNA (branco), para analise da contaminacao do preparado;
N-TERA-2, como controle positivo; e as células MRC-5, como
controle negativo da expressao génica

NANOG OCT-4 SOX-2
BRANCO (H.0) - - -
N-TERA-2 + + +
MRC-5 - - -
B1 - + +
B2 +
B3 + + +
B4 + - +
B5 - + -
TOTAL 3/5 4/5 4/5

B1 — amostra 1 do grupo B, B2 — amostra 2 do grupo B, B3 — amostra 3 do grupo B, B4 — amostra 4
do grupo B, B5 — amostra 5 do grupo B
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ANEXO E

Tabela 7 — Tabela de comparacéo entre a concentracdo dos componentes
dos meios de cultura celular Minimum Essential Medium Eagle,
modificacdo o do Minimum Essential Medium Eagle e
modificacdo Dullbecco do Minimum Essential Medium Eagle,
utilizados em ensaios de isolamento e expansao das células
mesenquimais do liquido amnidtico

COMPONENTES MEM (g/L) o-MEM (g/L) D-MEM (g/L)

Cloreto de célcio (anidro) 0,20000 0,20000 0,20000
Nitrato férrico 9H,O - - 0,00010
Sulfato de magnésio (anidro) 0,09767 0,09767 0,09767
Cloreto de potassio 0,40000 0,40000 0,40000
Cloreto de sédio 6,80000 6,80000 6,40000
Fosfato de sodio monobasico (anidro) 0,12200 0,12200 0,10900
L-alanina - 0,02500 -

L-arginina HCI 0,12600 0,12600 0,08400
L-asparagina H,O - 0,05000 -

L-acido aspartico - 0,03000 -

L-cisteina HCI H,O - 0,10000 -

L-cistina 2HCI 0,03130 0,03130 0,06260
L-acido glutamico - 0,07500 -

L-glutamina 0,29200 0,29200 0,58400
Glicina - 0,05000 0,03000
L-histidina HCI H,O 0,04200 0,04200 0,04200
L-isoleuceina 0,05200 0,05200 0,10500
L-leucina 0,05200 0,05200 0,10500
L-lisina HCI 0,07250 0,07250 0,14600
L-metionina 0,01500 0,01500 0,03000
L-fenilalanina 0,03200 0,03200 0,06600
L-prolina - 0,04000 -

L-serina - 0,02500 0,04200
L-treonina 0,04800 0,04800 0,09500
L-triptofano 0,01000 0,01000 0,01600
L-tirosina 2Na 2H,0 0,05190 0,05190 0,10379
L-valina 0,04600 0,04600 0,09400
L-&cido ascérbico - 0,05000 -

Biotina - 0,00010 -
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COMPONENTES (continuacao) MEM (g/L) o-MEM (g/L) D-MEM (g/L)
Cloreto de colina 0,00100 0,00100 0,00400
Acido félico 0,00100 0,00100 0,00400
Mio-inositol 0,00200 0,00200 0,00720
Niacinamida 0,00100 0,00100 0,00400
D-&cido pantoténico (hemicalcio) 0,00100 0,00100 0,00400
Piridoxal HCI 0,00100 0,00100 0,00400
Riboflavina 0,00010 0,00010 0,00040
Tiamina HCI 0,00100 0,00100 0,00400
Vitamina B12 - 0,00136 -
Glicose 1,00000 1,00000 1,00000
Vermelho de fenol soédio 0,01100 0,01100 0,01590
Acido pirtvico sédio - 0,11000 0,11000
Acido tiéctico - 0,00020 -

MEM — Minimum Essential Medium Eagle; a-MEM — modificagdo a do Minimum Essential Medium
Eagle; D-MEM — modificagao Dullbecco do Minimum Essential Medium Eagle
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