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RESUMO

Introdugao: no contexto da terapia celular, a criopreservagao de células-tronco
mesenquimais do liquido amni6tico humano € de acentuada importancia clinica,
uma vez que essas células podem ser colhidas ainda no periodo pré-natal e
podem ser armazenadas para serem usadas em tratamentos posteriores.
Objetivos: este estudo teve como objetivo caracterizar as células-tronco
mesenquimais cultivadas do liquido amniético humano antes e apds o processo
de criopreservagao, quanto a manutencao da sua capacidade de diferenciagao
multipotente, viabilidade e estabilidade cromossémica. Metodologia: foram
incluidas nesta pesquisa amostras de 10 gestantes, as quais foram cultivadas,
caracterizadas e submetidas a criopreservacdo por 150 dias. Para a
caracterizagao celular, foram realizados ensaios de citometria de fluxo para
determinar o perfil imunofenotipico das células cultivadas; diferenciacdo celular;
determinagao do cariétipo e viabilidade celular. Para verificagdo da manutengao
das caracteristicas celulares apds criopreservagao, as células foram
descongeladas e, entdo, foram feitos novamente os ensaios de viabilidade celular,
cultura, diferenciagao celular e cariétipo. Com o intuito de verificar interferéncias
da criopreservagcdo sobre a expressao do gene associado a pluripoténcia,
octamer 4 (OCT-4), foi quantificada a expressdo desse gene antes e apos
criopreservagcao. Resultados: a caracterizacdo dessas células demonstrou que
aquelas cultivadas do liquido amniotico humano apresentam morfologia e perfil
imunofenotipico caracteristico das células-tronco mesenquimais e, além disso,
tém a capacidade de diferenciagdo em células da linhagem mesodermal. Ainda, o
estudo demonstrou que, a partir de técnicas de criobiologia, essas células podem
ser criopreservadas durante pelo menos cinco meses e serem recuperadas apos
esse periodo, mantendo sua capacidade de crescimento in vitro e de
diferenciagdo e mantendo, ainda, a expressao do gene OCT-4, indicando, assim,
a manutencdo de sua caracteristica de célula-tronco. Além disto, a analise
cariotipica dessas células indicou que tanto a cultura quanto a criopreservagao
nao induziram surgimento de aberragbes cromossémicas, fato importante para
uma possivel utilizagdo terapéutica. Conclusao: este trabalho concluiu que a
técnica de criopreservacao de células do liquido amniético pode ser ferramenta
extremamente util na manutengao da capacidade das células-tronco multipotentes
recolhidas durante a gravidez.

Palavras-chave: Criopreservagao. Células-tronco mesenquimais. Células tronco
multipotentes. Liquido amnidtico.



ABSTRACT

Introduction: in the cell therapy context, cryopreservation of mesenchymal stem
cells from human amniotic fluid has a great clinical importance since these cells
can be harvested even in the prenatal period and can be stored for use in future
treatments. Objectives: This study aimed to characterize the mesenchymal stem
cells cultured from human amniotic fluid before and after the cryopreservation
process, as to maintain their multipotent differentiation capacity, viability and
chromosomal stability. Methodology: The study included samples from 10
pregnant women, which were grown, characterized and subjected to
cryopreservation for 150 days. For the cellular characterization, flow cytometry
tests were performed to determine the immunophenotypic profile of cultured cells,
cell differentiation, karyotype determination and cell viability. To check the
maintenance of cell characteristics after cryopreservation, the cells were thawed
and then tests of cell viability, culture, cell differentiation and karyotype were
performed again. In order to verify the interference of cryopreservation on the
gene expression associated with pluripotency, octamer 4 (OCT-4) this gene
expression was quantified before and after cryopreservation. Results: These cells
characterization showed that those cells grown from human amniotic fluid present
morphology and immunophenotypic profile characteristic of mesenchymal stem
cells and also have the ability to differentiate into cells of mesodermal lineage. The
study also showed that from criobiology techniques, these cells can be
cryopreserved for at least five months and be recovered after this period,
maintaining its ability to in vitro growth and differentiation and still maintaining
OCT-4 gene expression, thereby indicating the maintenance of its characteristic of
stem cell. Moreover, these cells karyotype analysis indicated that both culture and
cryopreservation did not induce the appearance of chromosomal aberrations,
which is important for a possible therapeutic use. Conclusion: This study
concluded that the cryopreservation technique of cells from amniotic fluid can be
an extremely useful tool in maintaining the capacity of multipotent stem cells
collected during pregnancy.

Keywords: Cryopreservation. Mesenchymal Stem Cells. Multipotent Stem Cells.
Amniotic Fluid
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Até recentemente, a terapia celular era restrita ao tratamento de doencas
hematoldgicas, onco-hematolégicas e autoimunes graves sem opg¢des de cura,
utilizando-se as células-tronco hematopoiéticas. Com os novos conhecimentos
sobre a plasticidade das células-tronco adultas, células-tronco né&o-
hematopoiéticas, como as células-tronco mesenquimais, passaram a ser alvo do
emprego na terapia celular.

No contexto da Medicina fetal, pode-se considerar que a contribuigao
desse setor da obstetricia € muito mais expressiva na preveng¢ao e no diagnostico
de alteragcbes do desenvolvimento fetal do que em seu tratamento. Métodos
inovadores para o tratamento de doengas no ambiente intrautero sao perseguidos
e um deles é, sem duvida, a terapia celular. Nessa proposta de tratamento, as
células-tronco do liquido amnidtico sdo a principal alternativa da atualidade,
entretanto, pesquisas em terapia celular para o feto sdo escassas no Brasil € no
mundo. Tendo em vista essa escassez de métodos terapéuticos de base celular
para o feto, surgiu o estimulo para o estudo de uma das opgdes celulares para
este fim.

O Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da UFMG conta com
condicdes técnicas favoraveis, desde a disponibilidade de amostras para estudo,
obtidas através da amniocentese propedéutica ou terapéutica, até uma equipe de
profissionais altamente qualificados, referéncia no ambito nacional. Além disso, a
disponibilidade do Instituto Hermes Pardini para realizagdo dos ensaios em suas
dependéncias veio acrescentar o estabelecimento e execugado das metodologias
adequadas aos propositos do presente estudo.

Alinhado ao empenho atual de se estabelecerem novas fontes celulares
para a utilizagdo em terapia celular e do grande interesse dos profissionais da
Medicina Fetal nesta area, surgiu a possibilidade de estudar as células-tronco
mesenquimais do liquido amnidtico humano como alternativa para esses

interesses.



2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Células-tronco: definigao e classificagao

Desde a exposic¢ao de populagdes civis a doses letais de irradiacdo durante
a Segunda Guerra Mundial, varios trabalhos vém sendo realizados com o intuito
de utilizar células-tronco no tratamento de doencas, a chamada terapia celular
(KELLY et al., 1997; MORALES, 2007; NATHASON, 1985; TILL; McCULLOCH,
1961; WEISS et al., 2006).

As células-tronco sao células nao-especializadas, com a capacidade de
autorrenovagao e manutencdo do seu numero populacional durante toda a vida
de um organismo (DEANS; MOSELEY, 2000; KIM et al., 2007; MINGUELL;
ERICS; GONGET, 2001; WAGERS; WEISSMAN, 2004). Sob influéncia de sinais
bioldgicos especificos, elas podem diferenciar-se em células especializadas as
quais sao fenotipicamente distintas de suas precursoras (KIM et al., 2007;
MINGUELL; ERICS; GONGET, 2001).

Embora as células-tronco sejam capazes de dar origem a células
diferenciadas, existem divergéncias relacionadas a sua plasticidade. Sob este
aspecto pode-se classifica-las em totipotente, pluripotente, multipotente e
unipotentes (CHAN; O'DONOGHUE; FISK, 2006; MORALES, 2007).

Em vertebrados, o zigoto é a célula-tronco totipotente, capaz de gerar
todas as células do organismo, inclusive as da placenta. Apds quatro a cinco dias
da fecundacdo, ocorre a formacdo do blastocisto, composto de uma camada
celular delgada externa, denominada trofoblasto, e um grupo de células de
localizagdo central, denominado massa celular interna (MCI). No blastocisto, o
trofoblasto da origem a placenta e a MCI| ao embrido (ALVES; CRUZ, 2007;
CHAN; O'DONOGHUE; FISK, 2006; MOORE; PERSAUD, 2000; MORALES,
2007). A partir da MCI sao obtidas as chamadas células-tronco embrionarias
(CTE), denominadas pluripotentes, capazes de gerar células dos trés folhetos
embrionarios (FIG. 1): endoderma, mesoderma e ectoderma, porém incapazes de
formar células trofoblasticas (CHAN; O'DONOGHUE; FISK, 2006; MORALES,
2007).

Durante o desenvolvimento, as trés camadas germinativas (ectoderma,
mesoderma e endoderma) participam da formacao de tecidos e da organogénese
(ALVES; CRUZ, 2007; MOORE; PERSAUD, 2000). Acredita-se que essa
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formagdo seja orientada por células especificas de cada tecido (CHAN;
O'DONOGHUE; FISK, 2006; MORALES, 2007).

Essas células das trés camadas germinativas, denominadas multipotentes,
estdo presentes durante a vida embrionaria e podem gerar varios tipos celulares
do tecido no qual residem. Em alguns tecidos essas células permanecem no
organismo adulto, onde participam da regeneracdo e do reparo tecidual
(BLANPAIM; FUCHS, 2006; GIANGRECO; REYNOLDS; STRIPP, 2002; HONG et
al., 2004; KORBLING; ESTROV, 2003; MORALES, 2007; VELIN et al. 2005).

Totipotentes @ Zigoto

v
@Mﬁrulﬂ
v

Blastocito /' Células

Pluripotentes L erminati
. germinativas
MCl CTE ’ Mesoderma

\l Endoderma

/ l \ n vitro

Ectoderma |r :M-&SOIIETHIH } } Endoderma
Multipotentes g@@gi ! g@ﬁ@?i i g@@g
Progenitoras :@{_%3*:’ '/ TET i< '/ \'

Orgaos Py

Ectoderma

FIGURA 1 - Origem e classificacdo das células-tronco
ao longo do desenvolvimento embrionario.
Fonte: Adaptado de Wobus e Boheler (2005).

Desta forma, as células-tronco podem ser classificadas em células-tronco
embrionarias (CTE), se isoladas da MCI do blastocisto; e em células-tronco
adultas (CTA), se isoladas de outros tecidos (KIM et al., 2007). Baseado no tempo

de isolamento durante o desenvolvimento do organismo, podem ser classificadas
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em trés categorias: embrionarias, fetais e adultas (GUILLOT et al., 2007,
MARCUS; WOODBURY , 2008).

Fica evidente que as células-tronco constituem uma importante ferramenta
para o estudo da biologia do desenvolvimento (LENSCH et al., 2007), no entanto,
por se tratar de estudos recentes, também é notavel a falta de conhecimento
basico sobre a manipulacado e diferenciacdo dessas células. Assim, é oportuno
investir no estudo de todos os tipos de células-tronco, até que seja determinada a
capacidade terapéutica e de diferenciagdo de cada uma delas (CHEN; HILCOVE;
DING, 2006; MARCUS; WOODBURY, 2008).

2.2 Células-tronco embrionarias

A primeira linhagem de CTE foi desenvolvida em 1998 pelo pesquisador
americano James Thomson. Essas células mantinham-se indiferenciadas em
cultura e formavam teratomas com células de todos os folhetos embrionarios
quando injetadas em camundongos imunodeficientes, o que demonstrava sua
pluripotencialidade (THOMSON et al., 1998).

Sob condi¢des ideais de cultivo, as CTEs propagam-se indefinidamente,
como enormes coldnias indiferenciadas de bordas bem definidas e ainda mantém
sua capacidade de diferenciacdo em tecidos somaticos (DINGER et al., 2008;
NISTOR et al., 2005; REUBINOFF et al., 2000; ROSLER et al., 2004).

A regulacao da capacidade de autorrenovagao dessas células é feita por
genes cujos produtos interferem na propria expressdo génica da célula
(ROOBROUCK; ULLOA-MONTOYA; VERFAILLIE, 2008). Esses genes expressos
nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario, frequentemente descritos
como marcadores de células-tronco embrionarias, embora ndo exclusivos destas,
sdo:

* Os genes da familia SOX: mais de 11 ja descritos, embora neste

contexto o mais importante seja o SOX2, que codifica uma proteina nao-

histbnica capaz de se ligar ao acido desoxirribonucleico (DNA),

influenciando a expressao de determinados genes.
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* O gene OCT-4, cujo produto participa da formagdo da moérula com
desenvolvimento da massa interna, que é pluripotente, e da formacao do
epiblasto pluripotente e do ectoderma primitivo.

 E, finalmente, o gene NANOG, cujo produto atua principalmente
mantendo a capacidade de autorrenovagao dessas células e seu estado
indiferenciado  (ALBERIO; CAMPBELL; JOHNSON, 2006; DARR;
MAYSHAR; BENVENISTY, 2006; PRIOR; WALTER, 1996).

A via de controle transcricional da célula-tronco embrionaria esta
relacionada com a sua capacidade de autorrenovagao versus diferenciacao. Estes
dois status sao considerados opostos, sendo que quando os fatores de
transcricdo octamer 4 (OCT-4), sex determining region Y-2 (SOX2) e nanog
homeobox (NANOG) estdo ativos, os genes de renovagao (self-renew) estao
ligados; e quando esses fatores de transcricdo estdo reprimidos, os genes
responsaveis pela diferenciacéo é que estio ligados (BOYER et al., 2005; CHEW
et al., 2005; CHICKARMANE et al., 2006; GRECO; LIU; RAMESHWAR, 2007;
IVANOVA et al., 2006; LOH et al., 2006). Esse controle permite que as células-
tronco se multipliquem, podendo ser cultivadas nesse estado, conservando,
assim, sua capacidade de se diferenciar em diversos tipos de tecidos. Os fatores
de transcricdo OCT-4 e SOX2, na maioria dos casos, funcionam de forma
cooperativa, tendo sido encontrados sitios de ligagdo OCT-SOX em diversos
genes relacionados com a renovacgao celular e diferenciagdo (CHEW et al., 2005).
O fator NANOG também participa dessa via, ativando a transcricao de OCT-4,
SOX2 e dele mesmo (CHICKARMANE et al., 2006). Esses fatores de transcrigao
sao considerados os principais responsaveis pela decisdo do destino dessas
células (BOYER et al., 2005; IVANOVA et al., 2006; LOH et al., 2006).

Apesar dos avancos das pesquisas com células-tronco embrionarias,
questdes de seguranga relacionadas a possibilidade dessas células formarem
tumores in vivo e a ocorréncia de instabilidades cromossdémicas ainda impedem
seu uso terapéutico (BLUM; BENVENISTY, 2008; CARPENTER et al., 2004;
DRAPER et al., 2004). Além disto, em muitos paises existem algumas repressdes
por consideracoes éticas e sociais quanto ao uso dessas células para pesquisa
ou abordagens terapéuticas (DENKER, 2006).
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Entretanto, as CTEs s&o consideradas fontes promissoras de material para
transplante e terapia celular, devido ao seu significativo potencial de diferenciagao
(KEHAT et al., 2004; KEIRSTEAD et al., 2005; JUN; YOON, 2005; PASSIER et
al., 2005). Desta forma, antes de sua aplicag&o clinica, € necessario que sejam
conhecidos seus mecanismos de controle proliferativo e de diferenciacao
especifica (MORALES, 2007).

2.3 Células-tronco adultas

Além das células-tronco embrionarias, tem sido investigado o potencial
terapéutico de células-tronco obtidas de tecidos fetais ou perinatais e tecidos
adultos (BAKSH; YAO; TUAN, 2007; CAMPAGNOLLI et al., 2001; GUILLOT et
al., 2007; KIM et al., 2007; ROMANOV; SVINTSITSKAYA; SMIIRNQOV, 2003; TSAI
et al., 2004; YOON et al., 2005; WEISS et al., 2006).

O uso dessas células para pesquisa ou terapias € menos controverso. Elas
sédo fonte potencial de obtencdo de tecidos autdlogos para transplante, embora
seu potencial de diferenciagdo seja limitado quando comparado ao das células-
tronco embrionarias (KIM et al., 2007).

As células-tronco adultas (CTA) sao responsaveis pela geragao de células
especializadas durante os processos de crescimento, diferenciacdo tecidual,
renovacgao celular e reparo tecidual ao longo da vida. Também chamadas de
células somaticas, possuem a capacidade de autorrenovagao, o que garante um
estoque de células indiferenciadas no tecido no qual residem (GAMOUD;
BLUNDELL, 2007; THE NATIONAL INSTITUTES HEALTH RESOURCE FOR
STEM CELL RESEARCH, 2006).

Por um longo tempo, as CTA foram consideradas capazes de originar
linhagens celulares especificas dos tecidos nos quais residiam, entretanto, varios
trabalhos tém demonstrado que algumas células-tronco adultas, além de
originarem células caracteristicas do tecido no qual residem, podem também dar
origem a um conjunto de progenitores de outros tecidos (CAMPAGNOLI et al.,
2001, MINGUELL; ERICS; GONGEL, 2001; MONTZKA et al., 2009; PETERSEN
et al., 1999; YOON et al., 2005; TSAI et al., 2006).
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Parece que, além da sua habilidade de se dividir e dar origem a células
distintas, as CTA exibem alto grau de plasticidade (BIANCO et al., 2001;
MINGUELL; ERICS; GONGEL, 2001; MIKI et al., 2005).

Experimentos in vivo demonstram a plasticidade por meio de modelos de
lesdo induzida e observagdo da migracdo e diferenciagdo das células-tronco
adultas para as areas lesadas, regenerando essas regides (DAl et al., 2008;
HERZOG; CHAI; KRAUSE, 2003; LIN et al., 2003; YOON et al., 2005). Quatro
hipéteses sdo propostas para explicar a plasticidade observada em experimentos
in vivo.

A primeira delas é atribuida as células-tronco especificas de determinado
tecido, que poderiam estar presentes em diferentes 6rgaos, como, por exemplo, a
presenca de ceélulas-tronco hematopoiéticas originadas da medula 6ssea em
tecido muscular ou placental (BARCENA et al., 2009; KAWADA; OGAWA, 2001;
McKINNEY-FREEMAN et al., 2002; VERFAILLIE, 2002).

Uma segunda explicagdo seria a permanéncia de células-tronco
multipotentes ou pluripotentes em tecidos adultos (FIG. 2-A) (JIANG et al., 2002;
VERFAILLIE, 2002).

Ha, ainda, a possibilidade de uma célula diferenciada sofrer reprogramacéao
genética e submeter-se a “transdiferenciacao” indireta (FIG. 2-B), fenbmeno no
qual ela se “desdiferencia” e, em seguida, “rediferencia-se” em outro tipo celular
diverso do inicial ou a “transdiferenciacao” direta (FIG. 2-C), no qual a célula
diferenciada se diversifica em um outro tipo celular em forma e funcdo
(HAKELIEN et al., 2002; HERZOG; CHAI; KRAUSE, 2003; SHEN; SLACK; TOSH,
2000; TANG et al., 2001; VERFAILLIE, 2002;).

Um mecanismo alternativo seria a fusdo celular de uma célula-tronco
adulta com uma célula diferenciada, o que converteria o padrao da célula-tronco
no padrao da célula diferenciada (FIG. 2-D). Entretanto, experimentos in vitro tém
demonstrado que este parece ser um evento bastante raro (HERZOG; CHAI,
KRAUSE, 2003; JIANG et al., 2002; TERADA et al., 2002; VERFAILLIE, 2002;
YING et al., 2002).
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MECANISMOS PROPOSTOS PARA PLASTICIDADE DE CELULAS TRONCO ADULTAS
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FIGURA 2 - Possiveis explicagdes para a plasticidade das células-tronco adultas.

A- Permanéncia de células-tronco pluripotentes em tecidos adultos; B-
“Transdiferenciagao” indireta; C- “Transdiferenciacao” direta; D- Fusao celular.

Fonte: Adaptado de Herzog, Chai e Krause (2003).

A falta de consenso na literatura envolve o fato de que os dados coletados
sdo geralmente baseados em caracteristicas morfolégicas e ensaios imuno-
histoquimicos, o que pode ser insuficiente para concluir que essas células irdo se
integrar funcionalmente nos tecidos. Segundo Grove, Bruscia e Krause (2004) e
Verfailie (2002), sem a prova funcional in vivo ndo se pode concluir que essas
células sao efetivamente plasticas (GROVE; BRUSCIA; KRAUSE, 2004;
VERFAILE, 2002).

Pelo fato de nao possuirem marcadores unicos, sao frequentemente
definidas pela sua capacidade de autorrenovacgao e diferenciacao em pelo menos
um tipo de célula especializada e pelo tipo de crescimento em cultura, seja ela
aderente, na qual as células se multiplicam sobre uma superficie plastica, ou
cultura em suspensao (MEIRELLES; KAPLAN; NARDIA, 2008).

Podem ser categorizadas em dois seguimentos principais: hematopoiéticas
e mesenquimais (SCHUSTER et al., 2008).

2.3.1 Células-tronco hematopoiéticas

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) sdo uma populagéo de células

capazes de se autorrenovar e produzir células genitoras capazes de dar origem a
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todos os tipos de células sanguineas (BARCENA et al., 2009; BLOMBERG et al.,
1998; GROVE; BRUSCIA; KRAUSE, 2004).

O transplante autodlogo e alogénico de CTH ja € uma pratica consagrada no
tratamento efetivo de doengas hematolégicas (GROTTO; NORONHA, 2003;
SILVA; MACEDO, 2006). No entanto, os tecidos hematopoiéticos, como a medula
O0ssea e 0 sangue de corddo umbilical, sdo constituidos por uma populagao
heterogénea de células-tronco, incluindo outros tipos celulares que nao o
hematopoiético. Desta forma, as células-tronco originarias do tecido
hematopoiético ndo sdo somente CTH (ANGELI; OLIVEIRA, 2007). Além das
células-tronco  hematopoiéticas, organismos adultos possuem células
denominadas células-tronco mesenquimais (KOC; LAZARUS, 2001; MINGUELL;
ERICS; GONGEL, 2000, 2001; SCHOEBERLEIN et al., 2005).

2.3.2 Células-tronco mesenquimais

Por definicdo, as células-tronco mesenquimais (CTM) sdo as que tém
morfologia semelhante a fibroblasto, capazes de autorrenovar-se e diferenciar-se
em no minimo trés tecidos da linhagem mesodermal (LEE, O. et al., 2004). Foram
isoladas e caracterizadas pela primeira vez por Friedenstein, Chailakhjan e
Lalykina (1970), pela sua capacidade de formar colonias aderentes com células
em formato de espicula, semelhantes morfologicamente a fibroblastos
(FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970).

Essas células proliferam, formam colbnias e sdo capazes de se diferenciar
em varios tipos celulares, tais como osteoblastos, condroblastos e adipdcitos
(BAKSH; YAO; TUAN, 2007; BIANCO et al., 2001; KARAHUSEYINOGLU et al.,
2007; ROMANOV; SVINTSITSKAYA; SMIIRNOV, 2003; SUDO et al., 2007).
Além disso, alguns trabalhos vém demonstrando que as células-tronco
mesenquimais se diferenciam in vitro, sob sinais especificos, em outros tipos
celulares, como neurdnios, hepatocitos, cardiomidcitos, células do musculo liso e
do musculo esquelético, compreendendo células caracteristicas dos trés folhetos
embrionarios (BIANCO et al., 2001; GALMICHE et al., 1993; KIM et al., 2007;
KOPEN; PROCKOP; PHINNEY, 1999; LEE, K. et al., 2004; MAKINO et al., 1999;
PITTENGER et al., 1999; SATO et al., 2005).
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Essa pluripotencialidade foi demonstrada por Jiang et al. (2002), que
salientaram que CTM isoladas da medula éssea geraram células dos trés folhetos
germinativos quando injetadas em embrides de camundongos posteriormente
implantados, sendo que a fusao celular foi excluida, sugerindo a permanéncia de
células-tronco pluripotentes em tecidos adultos (JIANG et al., 2002). As CTM da
medula 6ssea tém, ainda, a capacidade de gerar células da linhagem germinativa
e, quando transplantadas, restauram a producdo de odcitos em ratos do tipo
selvagem esterilizados pela quimioterapia (JOHNSON et al., 2005).

A pluripotencialidade também foi enfatizada em uma populacao de células
aderentes do sangue de cordao placentario humano a partir da diferenciagédo em
células do tecido 6sseo, cartilaginoso, hematopoiéticas, neurais, figado e tecido
cardiaco in vivo, em varios modelos animais (KOGLER et al., 2004).

O interesse no estudo das CTM vem crescendo exponencialmente nos
ultimos anos devido ao seu alto potencial de uso na regeneragdo de tecidos e
orgaos lesados e sua capacidade de autorrenovagao, mantendo a capacidade de
diferenciagao, como vem sendo demonstrado em inumeros estudos clinicos e pré-
clinicos (HALE et al., 2008; HORWITZ et al., 1999; KOC et al., 2002; MURPHY et
al., 2003; MUSCHLER et al., 2003; ORLIC et al., 2001).

Essa autorrenovagédo celular € um processo muito importante para a
manutengao da pluripoténcia das células-tronco, pois confere a algumas células a
capacidade de se dividir mantendo seu estado indiferenciado (XI; XIE, 2005).
Apesar dos genes NANOG, SOX2 e OCT-4 serem frequentemente descritos
como marcadores de células-tronco embrionarias e responsaveis pela regulagcao
da capacidade de autorrenovacdo dessas células, sua expressao também é
observada nas células-tronco mesenquimais, com similaridades de acéao
regulatéria nos dois tipos celulares (GRECO; LIU; RAMESHWAR, 2007; PRUSA
et al., 2003). Vale ressaltar que esses fatores de pluripoténcia, NANOG, OCT-4 e
SOX2, exercem papel essencial, bloqueando genes que, na auséncia dos
transcritos, desencadeariam diferenciagcdo (BOYER et al., 2005; TAKAHASHI et
al., 2007; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

O alto potencial de diferenciagdo das CTMs, seu facil isolamento e cultura,
bem como seu alto potencial de expansdo ex vivo fazem dessas células uma
ferramenta terapéutica atrativa capaz de ampla variedade de aplicagdes clinicas

no contexto da terapia génica e celular. Portanto, faz-se necessario conhecer as
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fontes dessas células no corpo humano (KOC; LAZARUS, 2001; MINGUELL;
ERICS; GONGEL, 2000, 2001; SCHOEBERLEIN et al., 2005).

Embora a medula dssea sirva como reservatério primario para CTM, sua
presenca tem sido relatada em uma variedade de outros tecidos, incluindo tecido
conectivo muscular, medula éssea fetal, figado e sangue (CAMPAGNOLI et al,,
2001; FIBBE, 2002), sendo que em alguns tecidos adultos, como a propria
medula éssea e 0 sangue de corddao umbilical a termo, essas células estao
presentes em baixo numero (BYDLOWSKI et al., 2009; CASTRO-MALASPINA et
al., 1980; JONES; MCGONAGLE, 2008; SECCO et al., 2008).

Recentes observacdes em culturas de células de liquido amnidtico e em
células epiteliais amniodticas fornecem evidéncias de que elas podem representar
novas fontes para seu isolamento, com o potencial de diferenciarem-se em
variados tipos celulares (KARLMARK et al., 2005; MIKI et al., 2005; PRUSA;
HENGSTSCHLAGER, 2002).

Embora as caracteristicas das CTMs de diferentes tecidos parecam ser
semelhantes, ja foram demonstradas algumas propriedades diferentes entre elas,
0 que pode ter implicacdes na selegdo do tipo de célula-tronco para aplicacao
terapéutica (KERN et al., 2006). Desta forma, € interessante que sejam estudadas
as caracteristicas de células provenientes de diversos tecidos quando se pensa

na sua inclusdo em terapia celular.

2.4 O liquido amniético

A amniocentese €& um procedimento frequentemente utilizado para
diagndstico pré-natal. Desde sua introdugédo, tem se submetido a numerosos
refinamentos, na tentativa de minimizarem-se os riscos do procedimento e
maximizar-se a taxa de sucesso para obtencdo da amostra. Inicialmente
executada como um procedimento “cego” (sem guia de ultrassom), a taxa de falha
para obtencdo da amostra e a taxa de complicacdo do procedimento eram
significantes. Entretanto, com o advento do ultrassom, para visibilizar todo o
procedimento em tempo real, a taxa de seguranga e sucesso para executar
amniocentese tem melhorado substancialmente (BENACERRAF; FRIGOLETO,
1983; DONNENFELD; LAMB, 2003; SHULMAN; ELIAS, 1993; WILLIAMSON;
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VARNER; GRANT, 1985). A amniocentese convencional & executada a partir da
152 semana de gestagao, sendo que o risco acarretado pelo procedimento é de
0,5% (MAGALHAES, 2000).

FIGURA 3 - Diagrama ilustrando o procedimento de amniocentese.
Fonte: Shulman e Elias (1993).

Os principais componentes presentes no liquido amnidtico estdo em
suspensado e em dissolugdo. Entre os elementos em suspensao, encontram-se
células esfoliadas do amnio, principalmente do feto, assim como lanugem e
goticulas de gordura. Como elementos de dissolugédo, sdo descritas substancias
organicas e inorganicas. Os eletrélitos representam as substancias inorganicas e
entre os compostos organicos estdo as proteinas, os aminoacidos, a alfa-feto-
proteina, as substancias nitrogenadas nao-proteicas, os lipidios, carboidratos,
vitaminas, enzimas, bilirrubina, hormdnios e as prostaglandinas (BRACE, 1997;
CAMPANA; CHAVES; HAAS, 2003).

As células do liquido amnidtico sdo usadas para uma série de estudos, seja
genético, cromossémico ou bioquimico, para diagnodstico pré-natal de ampla
escala de anormalidades fetais. Embora diagndsticos de rotina usando essas
células estejam bem estabelecidos e extensivamente usados, pouco se sabe
sobre a origem e propriedade dessas células (DISTECHE et al., 1984; GUICHET;



31

BRIAULT; MORAINE, 1998; QU et al, 2005). Até mesmo em casos de
gravidezes com desenvolvimento fetal normal, as células no liquido amnidtico sao
heterogéneas, variando em relacdo ao tamanho (5 a 50 ym) e quanto a forma
(escamosas a arredondadas). A ampla variedade de investigagbes executadas
desde 1982 tem fornecido evidéncias de que células das trés camadas
germinativas (ectoderma, mesoderma e endoderma), dependendo da idade
gestacional e da doenca fetal, podem ser detectadas no liquido amniético humano
(BYDLOWSKI et al., 2009; DE COPPI et al., 2007; GOSDEN, 1983; HOEHN;
SALK, 1982; PRUSA; HENGSTSCHLAGER, 2002).

A maior parte das células, porém, esta diferenciada em linhagens epiteliais,
possuindo capacidade proliferativa e de diferenciagcdo muito limitada
(BYDLOWSKI et al., 2009). A deteccdo de células progenitoras no liquido
amniético humano foi inicialmente relatada por Torricelli et al. (1993), quando
células pequenas e arredondadas, identificadas como genitoras hematopoiéticas,
foram encontradas antes da 122 semana de gestagao (TORRICELLI et al., 1993).
Em 1996, Streubel et al. (1996) sugeriram a presenca de linhagens nao-
hematopoiéticas no liquido amnidtico e demonstraram a capacidade de
diferenciagdo miogénica dessas células (STREUBEL et al., 1996). Esta claro que
a maioria das células do liquido amniético € incapaz de proliferar sob condigoes
de cultura usadas na rotina do diagndstico laboratorial pré-natal (GOSDEN, 1983;
HOEHN; SALK, 1982; PRUSA; HENGSTSCHLAGER, 2002). No entanto, muitas
dessas células sao viaveis, como pode ser concluido pelo teste de exclusao azul-
tripan (COUSINEAU et al., 2005; PRUSA; HENGSTSCHLAGER, 2002).

Diversas origens foram sugeridas para essa variedade de células
presentes no liquido amnidtico. Durante a gestagao, ocorre liberagdo de varios
tipos celulares diferentes provenientes do ectoderma, do mesoderma e do
endoderma, dependendo principalmente da idade gestacional ou de doengas
fetais. Alguns autores sugerem a origem mesenquimal de parte das células do
liquido amnidtico com base na analise de colageno secretado por essas células e
o fato de que elas secretam antigeno leucocitario humano (HLA) de classe | (HLA-
ABC), mas nao de classe Il (HLA-DR), tanto quanto os fibroblastos (HURYCH et
al., 1976; MACEK; HURYCH; REZACOVA, 1973; WHITSETT et al., 1983).

No decorrer da gestagdo, o liquido amnidtico apresenta constituicbes

celulares diversas, sendo a maior parte das células originaria do epitélio, dos
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tratos digestivos e urinario do feto e do amnion. No primeiro trimestre e até a
metade do segundo, é composto de células provenientes da descamagido da
vesicula vitelinica, do embrido e posteriormente do feto, talvez da placenta e do
amnion. A partir da queratinizagdo da pele fetal entre a 172 e a 20% semanas de
gestacado, a degluticdo e a diurese fetal assumem importédncia na composi¢céo do
liquido amnidtico, sendo que na segunda metade da gestagado ele passa a ser
constituido principalmente de urina fetal. As secrecdes do trato respiratério e as
excregdes do trato gatrointestinal também contribuem para o pool de células
presentes no liquido amnidtico (BRACE, 1986; GOSDEN, 1983; HOEHN; SALK,
1982; TROUNSON, 2007).

A populagao de células viaveis no liquido amniético contém:

a) Células que aderem ao plastico sob condigbes de cultura de rotina:
» Tipos de células que dividem e formam col6nia.
e Células que nao proliferam sob condicbes de cultura usadas
rotineiramente.

b) Células que ndo aderem ao plastico sob condi¢des de cultura de rotina.

Uma mistura de aspectos morfologicos, critérios bioquimicos limitados e
caracteristicas de crescimento levaram a classificagdo das células do liquido
amnioético, as quais aderem e formam colénias sob condi¢des de cultura de rotina
em:

» Células tipo E (epitelioide) derivadas de pele e urina fetais.

» Células tipo AF, especificas do liquido amnidtico, que produzem estrégeno,
progesterona e gonadotrofina coribnica humana, sendo derivadas do
amnion e do trofoblasto.

» Células tipo F, fibroblastoide, derivadas do tecido conjuntivo fetal (BARCH,;
KNUTSEN; SPURBECK, 1997; LAUNDON; PRIEST; PRIEST, 1981;
PRUSA; HENGSTSCHLAGER, 2002; ROONEY, 2001).

As células do tipo AF do liquido amnidtico apresentam-se em cultura,
pleomdérficas e multinucleadas; as do tipo E apresentam formato poligonal, com

pouca substancia intracelular e pobre dissociagao pela tripsina; e, finalmente, as
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células do tipo F apresentam morfologia como fibroblasto (BARCH; KNUTSEN;
SPURBECK, 1997).

A principio, acreditava-se que as melhores amostras para a obteng¢ao de
células-tronco mesenquimais do liquido amnio6tico fossem obtidas no segundo
trimestre de gestacdo. Hoje se sabe que € possivel obter essas células no terceiro
trimestre e que elas possuem expressao do marcador de linhagem celular
embrionaria (OCT-4) e dispdem de potencial de diferenciacdo de multilinhagens
(BYDLOWSKI et al., 2009; DE COPPI et al., 2007; PRUSA et al., 2003; YOU et
al., 2008). Dependendo das condi¢gdes de cultura especifica, elas podem
diferenciar-se em adipécitos, condrdcitos, ostedcitos ou células neuronais (KIM et
al., 2006; PRUSA et al., 2003; TSAI et al., 2004).

As CTMs do liquido amnidtico podem se proliferar rapidamente em
condicbes de cultura, mantendo seu caridtipo normal e capacidade de expansao
por longos periodos, além de manter a capacidade proliferativa apos 32 anos de
criopreservacao (BYDLOWSKI et al, 2009; WOODBURY et al, 2006).
Apresentam fendtipo bastante semelhante ao das ceélulas mesenquimais da
medula 6ssea e do corddao umbilical. Expressam os antigenos de superficie da
membrana celular cluster differentiation - CD29, CD44, CD90, CD73 e CD105 e
nao expressam CD34, CD14, CD45 e HLA-DR (CHAMBERLAIN et al., 2007; LEE,
O. et al., 2004; OSWALD et al., 2004; PAROLINE et al., 2008; ROUBELASKIS et
al., 2007; TSAI et al., 2006). Esse mesmo padrdo imunofenotipico, do tipo
mesenquimal, € mantido pelas células-tronco mesenquimais do liquido amnidtico
apos isolamento, expansao, criopreservagao por cinco meses e descongelamento
(STEIGMAN et al., 2008).

Portanto, o liquido amnidtico é bastante promissor como uma possivel
fonte de células-tronco pluripotentes para terapia celular, ressaltando-se que nao
levantam as preocupagbes éticas associadas ao uso de células-tronco
embrionarias (KIM et al., 2007).

Considerando o facil acesso as amostras para cultura de célula-tronco, o
alto potencial de terapia celular usando células-tronco fetais e a praticidade da
engenharia do tecido fetal intrauterino, o liquido amnidtico pode fornecer
excelente fonte alternativa para investigacao de CTM e aplicagédo de seu potencial
terapéutico (TSAI et al., 2004).
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Entretanto, o uso terapéutico de células derivadas do liquido amnidtico
humano requerera entendimento muito mais completo da sua biologia. Alguns
objetivos importantes incluem determinar o tempo de vida replicativo e o potencial
de producgao celular dos tipos de células componentes na cultura, caracterizar o
perfil de expresséo génica dessas ceélulas e determinar se o perfil muda durante a
expansao ex vivo (KIM et al., 2007).

Sabe-se hoje que o liquido amniético pode ser utilizado como fonte de
células-tronco mesenquimais a partir da obtencao de células em cultura, porém
subcultivos extensos impedem a funcao celular pelo aparecimento evidente de
sinais de senescéncia e/ou apoptose (KIM et al., 2007). Levando em
consideragao o intervalo de quatro a seis meses entre a amniocentese e o
nascimento, técnicas de conservacao dessas células se fazem necessarias,
entretanto, técnicas de preservagao simples como refrigeragdo ou cultura de
tecidos apresentam determinados inconvenientes tais como prazo limitado de
conservacao, alto custo e risco de contaminagao; a criopreservagao se torna uma
técnica atrativa na preservacdo de amostras biologicas (KARLSSON; TONER,
1996).

2.5 Criopreservagao

O campo da criobiologia abrange um grupo de processos em sistemas
vivos que sao governados por principios de transferéncia de massa e calor.
Desde o inicio da criobiologia, pesquisadores procuram adquirir mais
entendimento sobre os eventos que controlam o comportamento das células
durante ciclos de congelamento e descongelamento (DILLER, 1997;
MASSUMOTO et al., 1997). Sendo assim, a criopreservagao - manutencao de
amostras biolégicas a temperaturas criogénica - tem sido revisada por varios
autores com o intuito de obter protocolos que causem menos danos as células de
diversas amostras biolégicas (FAHY et al., 1984; FLEMING; HUBEL, 2006;
MASSUMOTO, et al., 1997; XIANG et al., 2007).

Devido a abundancia de agua em sistemas bioldgicos, a fase de transigao
agua-gelo é um fenbmeno critico durante a criopreservagao, visto que as células

sofrem variagcdes termais, quimicas e de forcas mecanicas, que podem afetar
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profundamente sua funcédo bioldégica (KARLSSON; TONER, 1996; MAZUR;
PINNA; KLEINHANSA, 2007; SONG et al., 2009).

Desta forma, a taxa de resfriamento (graus decrescidos em relagdo ao
tempo até a temperatura de armazenamento final) € um fator importante para o
sucesso da criopreservacao, podendo afetar profundamente o destino das
amostras bioldgicas criopreservadas (BERZ et al., 2007; NOWSHARI; BREM,
2001). A utilizagdo do congelamento rapido provoca a formacgao de cristais de
gelo intracelulares, o que pode ocasionar a ruptura mecanica de estruturas
celulares. Além disso, o volume de agua intracelular permanece praticamente
constante durante o resfriamento a -80°C, porque ndo ha tempo suficiente para a
agua sair da célula por osmose. Por outro lado, no congelamento gradativo, com
decréscimo gradual e constante da temperatura, a formagdo de gelo sera
primariamente extracelular, ocorrendo menos dano celular, permitindo a saida da
agua para que esta se equilibre com o gelo extracelular. Portanto, quando a taxa
de congelamento €& lenta o suficiente para prevenir a formagdo de gelo
intracelular, porém rapida o suficiente para evitar os sérios efeitos da
desidratacdo, a célula pode sobreviver aos processos de congelamento e
descongelamento (KARLSSON; TONER, 1996; MAZUR, 1984).

Ha duas abordagens basicas para a criopreservacédo de células e tecidos:
procedimentos de congelamento-degelo e Vvitrificagdo. Em técnicas de
preservagao de congelamento-degelo, a solugdo extracelular € congelada, mas
medidas sdo tomadas para minimizar a probabilidade de formacdo de gelo
intracelular. Nos procedimentos de vitrificagdo, ha tentativa de prevenir-se a
formacédo de gelo em toda a amostra. A primeira abordagem aproveita-se das
propriedades regulatorias do gelo extracelular utilizando o congelamento lento,
enquanto a segunda procura evitar os efeitos potencialmente prejudiciais do gelo
intra e extracelular, usando frequentemente o congelamento rapido com altas
concentragdes de crioprotetores (CHO et al., 2002; KARLSSON; TONER, 1996;
KIM et al., 2006; MASSUMOTO et al., 1997; XIANG et al., 2007).

Para a técnica de congelamento-degelo, a curva ideal de congelamento
pode ser obtida por meio de congeladores programaveis (SANTIN; BLUME;
MONDADORI, 2009).

Em verdade, os protocolos de criopreservagcao para ambas as técnicas -

vitrificagdo e congelamento-degelo - envolvem a adigdo de crioprotetores as
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amostras e, em seguida, resfriamento das amostras a temperatura em que serdo
armazenadas. Contudo, os protocolos de vitrificagdo empregam grandes
concentracdes de crioprotetores a fim de suprimir completamente a formacao de
gelo durante a criopreservacgéo (CHO et al., 2002; KIM et al., 2006; MASSUMOTO
et al., 1997; McGANN, 1978; XIANG et al., 2007).

Os produtos quimicos crioprotetores podem ser divididos em duas
categorias: crioprotetores permeabilizantes, por exemplo: dimetilsulféxido
(DMSO), glicerol, 1,2-propanodiol, que podem passar através das membranas
celulares; e crioprotetores nao-permeabilizantes, como polivinilpirrolidona, amido
de hidroxietil e agucares diversos, que nao podem entrar nas células (GILMORE
et al., 1997). A protecao contra a formagao de gelo intracelular tem sido associada
aos efeitos coligativos dos crioprotetores quimicos, sendo que em concentragdes
elevadas resultam em aumento da viscosidade das solugdes extra e intracelular e,
assim, reduzem drasticamente as taxas de gelo e crescimento de cristais
(KARLSSON; TONER, 1996).

Apesar de sua protecdo para as células durante o congelamento e
descongelamento, os crioprotetores podem ser prejudiciais para as células,
especialmente quando usados em alta concentracédo (FAHY, 1986).

A temperatura de armazenamento também é critica para o sucesso da
criopreservagéo. Temperaturas abaixo de -80°C s&do geralmente necessarias para
a preservagao de células e tecidos durante longos periodos de tempo, sendo que
o prazo de validade aumenta drasticamente a medida que a temperatura de
armazenamento é reduzida. A manutencdo em Nitrogénio liquido a -196°C (o
ponto de ebulicdo do Nitrogénio liquido) previne efetivamente todas as reagdes
quimicas conduzidas por calor (BERZ et al., 2007; KARLSSON; TONER, 1996;
MAZUR, 1984; VALERI; PIVACEK, 1996).

Além da taxa de resfriamento e da temperatura de armazenamento, a taxa
na qual as amostras sdo descongeladas para temperaturas normotérmicas
também pode ser importante. Embora os mecanismos pelos quais o processo de
aquecimento influencia a sobrevivéncia das células nao sejam conhecidos, taxas
de aquecimento rapido parecem ser benéficas para amostras que sofreram rapida
refrigeracdo, enquanto as taxas de aquecimento lentas sdo recomendadas para
as amostras resfriadas lentamente (KARLSSON; TONER, 1996). O método-
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padrao conhecido é o aquecimento em banho-maria a 37°C até que todos os
cristais de gelo desaparegam (BERZ et al., 2007; KATAYAMA et al., 1997).

Apesar de atualmente ja existirem varios bancos de amostras de sangue
de corddao umbilical criopreservados, alguns autores vém buscando na
criopreservagdo uma alternativa para o armazenamento de células-tronco
derivadas de outros tecidos, como a medula 6ssea e o liquido amnidtico
(BRUDER; JAISWAL; HAYNESWORTH, 1998; MASSUMOTO et al., 1997,
PENTZ; HORLER, 1980; STEIGMAN et al., 2008; XIANG et al. 2007). A
criopreservacao de células-tronco derivadas da medula éssea nao interfere na
sua capacidade proliferativa in vitro nem na capacidade de diferenciacao
condrogénica, osteogénica, adipogénica e neurogénica, permitindo, ainda, que
essas células sejam utilizadas com sucesso na recuperagdo da hematopoese
(BRUDER; JAISWAL; HAYNESWORTH, 1998; MASSUMOTO et al, 1997,
XIANG et al., 2007).

Estudos que utilizaram a criopreservacao de células do liquido amniotico
humano como técnica de conservagao enfatizaram que essas células estao entre
as que podem suportar a criopreservagao prolongada, mantendo a sua identidade
e, ainda, proliferando em elevado numero, de modo a tornar viaveis ensaios
clinicos de terapias celulares (PENTZ; HORLER, 1980; STEIGMAN et al., 2008;
WOODBURY et al., 2006).

Em 1980, com o objetivo de avaliar a recuperagéo celular apos diferentes
protocolos de criopreservagdo, Pentz e Horler (1980) realizaram a
criopreservacao de ceélulas cultivadas e nao-cultivadas do liquido amnidtico de 16
amostras, verificando sua recuperagado apos diferentes protocolos. Para tal,
procederam a criopreservacdo das ceélulas empregando dois protocolos em
paralelo, sendo um com a adicdo de DMSO de forma rapida e o outro com a
adicao de DMSO de forma lenta. Apds descongelamento, pdde-se observar que
houve melhor recuperagao (viabilidade) e menos tempo para aparecimento de
células em divisao, quando reiniciadas em cultura, no protocolo no qual o DMSO
foi adicionado de forma lenta. Foi ainda observado que para as células
criopreservadas sem cultivo prévio ndo se registraram diferengcas quanto ao
numero de coldnias formadas, quando essas células foram iniciadas em cultura

antes de criopreservadas e apos criopreservadas (PENTZ; HORLER, 1980).
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Em 2006, Woodbury et al. examinaram a plasticidade de uma linhagem
celular de amnidcitos criopreservados por 32 anos, a partir da analise de
expressdo génica, inducdo a diferenciacdo osteogénica e neural e
imunocitoquimica, referindo que essas células expressam - tubulina ectodemal e
fibronectina mesodermal, além dos marcadores de pluripoténcia OCT-4 e Rex-1.
Quando induzidas, a diferenciagcdo neurogénica e osteogénica apresentaram
expressdo de genes neuronais (GAP 43, NF-M) e fosfatase alcalina,
respectivamente (WOODBURY et al., 2006). Dois anos mais tarde, Steigman et
al. isolaram e expandiram células-tronco mesenquimais do liquido amnidtico de
11 pacientes, caracterizaram por citometria de fluxo e criopreservaram por trés a
cinco meses. Depois de descongeladas, essas células mantiveram 88% de
viabilidade celular e o perfil de células progenitoras (CD29+, CD73+ e CD44+;
sendo menos que 5% CD34+ e CD45+) (STEIGMAN et al., 2008).

Alinhado a esses dados, a proposta deste trabalho é avaliar os efeitos da
criopreservacdo sobre a manutencdo da capacidade de diferenciagao
multipotente, viabilidade e estabilidade cromossémica das células-tronco

mesenquimais cultivadas do liquido amniético humano.



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Caracterizar as células-tronco mesenquimais cultivadas do liquido
amnidtico humano antes e apdés o processo de criopreservacdao, quanto a
manutencdo da sua capacidade de diferenciacdo multipotente, viabilidade e

estabilidade cromossdmica.

3.2 Objetivos especificos

o Cultivar células-tronco mesenquimais do liquido amniético humano e
verificar seu comportamento e morfologia in vitro antes e apos
criopreservacao.

e Verificar o padrdao imunofenotipico das células cultivadas do liquido
amniético humano.

« Comprovar a capacidade de diferenciagdo osteogénica, adipogénica e
condrogénica de células cultivadas do liquido amnidtico humano e verificar
se essa capacidade persiste apos criopreservagao.

» Verificar a viabilidade celular apds criopreservacao e degelo.

» Determinar se os procedimentos de cultivo celular, passagem celular e a
criopreservacao de células do liquido amnidtico humano, induzem o
aparecimento de alteragdes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais.

» Comparar a expressdo do gene OCT-4 nas células-tronco mesenquimais
cultivadas do liquido amnidético humano antes e apds criopreservadas.

» Verificar interferéncias de anormalidades cromossdmicas na capacidade de
diferenciagdo e no perfil de expressdo génica das células cultivadas do

liquido amnidtico humanao.



4 METODOLOGIA
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Trata-se de um estudo transversal no qual foram incluidas as gestantes
acompanhadas no Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da UFMG e
que apresentaram indicacdo para realizagdo de procedimentos invasivos
(cordocentese ou amniocentese). Nessa oportunidade, foi obtida amostra de
liquido amnidtico para a realizagdo do presente estudo e 10 gestantes foram
acompanhadas no periodo de outubro de 2008 a julho de 2009.

As gestantes doadoras foram orientadas verbalmente e por escrito sobre o
projeto de pesquisa, sua justificativa, seus objetivos e riscos, bem como os
beneficios obtidos com a conclusdo do estudo. Anteriormente a realizagcdo do
procedimento invasivo, elas foram informadas quanto a necessidade do mesmo,
assim como quanto aos riscos de complicagdes e a utilizagao do liquido amnidtico
para a realizacdo do estudo. As gestantes que concordaram em participar,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A). A
privacidade dos envolvidos foi preservada em todas as fases da pesquisa.

Adotaram-se como critérios de inclusao no estudo:

¢ Gestagcdes no decurso do segundo ou terceiro trimestre; com idade
gestacional minima de 15 semanas;

* indicacédo para realizagdo de procedimentos invasivos (cordocentese ou
amniocentese) propedéuticos ou terapéuticos;

. concordancia em participar do estudo, assinando o termo de

consentimento livre e esclarecido.

A exclusao foi prevista para pacientes que apresentaram contaminagao do
liquido amnidtico por sangue, contaminagado bacteriana e/ou fungica da cultura

celular e desisténcia de participar do projeto.

4.1 Obtencao das amostras

A coleta do liquido amnidtico foi realizada no Centro de Medicina Fetal-HC-
UFMG de acordo com o protocolo do servico e pela mesma equipe de
profissionais, sob visdo ultrassonografica. Apds assinatura no termo de

consentimento livre e esclarecido, a paciente permaneceu em posi¢ao semifowler,
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sendo inicialmente realizada a varredura do abdome materno com sonda
ultrassonografica (3,5 mHz) para determinagdo da estatica fetal, localizagdo da
placenta e determinagcédo do local de puncdo do abdome materno. Apoés
antissepsia com solucdo de povidina-iodo tépico e anestesia local no ponto de
pungdo do abdome materno, usou-se lidocaina 1% sem vasoconstritor
(Laboratério Astra [0) e puncionou-se 0 abdome materno com agulha calibre 20
gauge (Becton Dickinson, Frankin Lakes, NJ, USA).

A puncao foi sempre guiada pelo ultrassom, sendo a agulha inserida
através da parede abdominal, seguida da parede uterina, atingindo a cavidade
amnidtica. Retirado o guia da agulha, conectou-se a seringa e foi aspirada
pequena quantidade de liquido amniético, o qual foi descartado pelo risco de
contaminagdo com células maternas. A segunda amostra aspirada,
aproximadamente 20 mL de liquido amniético, foi entao utilizada para o estudo.

Finda a puncdo, foram avaliadas a vitalidade fetal e a presenga ou
auséncia de sangramento por ultrassonografia. A paciente permaneceu em
repouso durante alguns minutos, sendo orientada a respeito dos sintomas pdés-
procedimentos e a retornar as suas atividades rotineiras.

Imediatamente apds a coleta, o material foi enviado ao Departamento de

Genética Humana do Instituto Hermes Pardini Ltda., refrigerado e acondicionado

na propria seringa de coleta.

4.2 Cultura primaria

Aproximadamente 20 mL de liquido amniético foram transferidos para
tubos cdnicos de polipropileno (Corning, New York, USA) e centrifugados a 1.000
rotagbes por minuto (rpm) por oito a 10 minutos. Os sobrenadantes foram
descartados e o precipitado foi ressuspenso em 10 mL de meio amniomax
suplementado com 14% de suplemento para meio amniomax (Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia, United States of America - USA). O conteudo do tubo foi
transferido para dois frascos T25 (Corning, New York, USA), os quais foram
incubados a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de dioxido de carbono (CO)

durante quatro a cinco dias em repouso.
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Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados em capela de
fluxo laminar, seguindo os protocolos de manutencao de esterilidade de materiais
e solugdes (FRESHNEY, 2005). Vale ressaltar que o crescimento celular foi
monitorado sob microscopia Optica invertida quanto a presenca de células
aderidas, confluéncia e morfologia das colénias. O meio de cultura foi trocado a
cada trés ou quatro dias, utilizando-se o mesmo meio suplementado descrito,
apos remogao do antigo.

As células mesenquimais foram isoladas das demais células presentes no
liquido amnidtico, pela sua capacidade de expansao e aderéncia ao plastico. E
apos atingir 80% de confluéncia (80% da area cultivavel do frasco cobertos por
células), um dos frascos foi preparado para a obtengao do cariétipo e o outro foi

submetido a trés passagens celulares.

4.3 Passagens celulares

As células mesenquimais do liquido amnidtico secretam uma matriz
extracelular e proteinas, que permitem que estas células se dividam aderidas
sobre uma superficie de crescimento. Sendo assim, faz-se necessario um
tratamento com enzima proteolitica para que elas percam a adesdo. Para tal, o
meio de cultura foi retirado da cultura de células, a qual foi lavada com solugao
Hanks (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) e acrescentado 1,5 mL de tripsina
EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) 0,25% (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA), com o objetivo de recobrir toda a monocamada de células. A amostra foi
entdo incubada a 37°C por trés a cinco minutos e, logo apés, as células foram
visualizadas ao microscopio optico invertido para a confirmacado da perda de
adesao ao plastico. A acao da tripsina foi paralisada com 10 mL de meio
amniomax suplementado com 14% de suplemento para tal meio (Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia, USA) e homogeneizada.

Metade do conteudo final foi entdo transferido para uma nova garrafa T25,
a qual foi incubada a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO; por dois
dias. Salienta-se que o restante do material foi descartado, seguindo-se as
normas de biosseguranga. Apds esses dois dias em que a cultura permaneceu

em repouso, foram realizadas trocas de meio a cada trés a quatro dias e as
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culturas foram observadas diariamente quanto a presencga de células aderidas,
confluéncia e morfologia das coldnias.

Esse procedimento, denominado passagem celular, foi repetido por mais
duas vezes, sendo que na terceira passagem metade da suspensao celular foi
reiniciada em cultura como anteriormente descrito (frasco 1), 742 da suspenséao
celular foi completado até o volume de 5 mL com meio amniomax suplementado e
transferido para outro frasco T25 (frasco 2) e o restante foi contado em
hemocitdmetro. A partir dai, aliquotas de 1,5 mL contendo 1 x 10* células diluidas
em meio amniomax suplementado foram transferidas sobre seis laminas 26 X 76
mm (Perfecta, Mooca, Sao Paulo, Brasil), as quais foram colocadas no interior de
placas de Petri 100 X 20 mm (Perfecta, Mooca, Sao Paulo, Brasil) e mantidas em
repouso a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO; por dois dias (laminas
3, 4, 5, 6, 7, 8). Apdés esse periodo, foram acrescentados 10 mL de meio
amniomax suplementado no interior da placa e foram realizadas trocas de meio a
cada trés a quatro dias, sendo as culturas observadas diariamente quanto a
morfologia e confluéncia das col6nias.

Ao atingirem 80% de confluéncia, a cultura 2 foi preparada para a obtencao
do cariétipo, a cultura 1 foi encaminhada para o teste de viabilidade celular,
ensaios de expressao génica, imunofenotipagem e para a criopreservagao e
as culturas em laminas 3, 4 e 5 foram induzidas as diferenciagdes adipogénica,
condrogénica e osteogénica, respectivamente. As culturas 4, 5 e 6 foram
usadas como controles negativos de diferenciacdo mantidas, desta forma, em
cultura, sendo realizadas trocas de meio a cada trés a quatro dias.

Para esclarecer a finalidade desses testes no contexto deste estudo,
destaca-se que experimentos de imunofenotipagem, cariétipo e os ensaios de
diferenciagdo celular foram realizados inicialmente com propdsito de
caracterizagdo das células cultivadas. Para determinar os efeitos da
criopreservacao sobre essas células, foram realizados ensaios de expressao

génica, teste de viabilidade celular, cariétipo e novamente diferenciagao celular.

4.4 Criopreservagao
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O meio de cultura do frasco 1 foi retirado e mantido em um tubo cdnico, a
cultura foi lavada com solugdo Hanks (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) e
acrescentou-se 1,5 mL de tripsina EDTA 0,25% (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia,
USA), a qual foi mantida por trés a cinco minutos até que as células se
desprendessem do frasco. O conteudo foi entdo adicionado junto ao meio de
cultura com o intuito de paralisar a agao da tripsina e dessa suspensao foram
retirados 20 pyL para determinagao do numero de células por meio de contagem
de células em hemocitdmetro e para o teste de viabilidade por exclusdo de azul
tripan.

O volume correspondente a 5 x 10* células foi centrifugado a 1.200 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 5
mL de meio de cultura amniomax (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA),
homogeneizado e dividido em cinco tubos criogénicos. Para cada paciente, foram
criopreservados cinco frascos de cultura contendo 1 x 10* células da suspensao
final do frasco 1 em 1 mL de meio de cultura amniomax sem suplementacéo.

Aos tubos criogénicos foi adicionado dimethyl sulfoxide (DMSQO) (Cryoserv,
Galway, Ireland) para uma concentracédo final de 10% v/v. O volume necessario
de DMSO foi adicionado lentamente usando-se micropipeta e os tubos foram
homogeneizados lentamente.

Em seguida, os tubos foram levados até o equipamento de congelamento
programado Cryomed (Thermo Scientific, Waltham, MA - USA), onde
permaneceram por 10 minutos a 4°C e depois foram congelados a taxa de
congelamento de -1°C/min até a temperatura final de —80°C. O protocolo de
congelamento foi otimizado para uma etapa inicial de resfriamento 1°C/min até
4°C, seguido de resfriamento de 10°C/min até —40°C e aquecimento de 12°C/min
até —15°C/min. A partir dai, realizou-se resfriamento de 1°C min até —40°C e mais
uma etapa de resfriamento a taxa de 10°C/min até —80°C, segundo instru¢des do
fabricante - Manual de criopreservagao - Thermo (BROCKBANK; COVAULT;
TAYLOR, 2003). Apos essa etapa, os tubos criogénicos contendo as células

foram levados ao Nitrogénio liquido (-196°C).

4.5 Descongelamento
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Os tubos foram descongelados a cada 30 dias apds o congelamento (30,
60, 90, 120, 160 dias), a 37°C em banho-maria.

4.6 Cultura apoés criopreservagao

Para cada tubo descongelado de cada paciente, foram centrifugadas e
realizadas duas trocas de meio para retirar o DMSO residual, retirando-se dai
uma aliquota de 10 pL para a realizagdo do teste de viabilidade celular e o
restante iniciado em cultura em duas garrafas T25 pelo mesmo procedimento da
cultura primaria. Um dos frascos foi avaliado diariamente quanto a morfologia
celular e confluéncia das colbnias e utilizado para a obtencédo do cariétipo apos
atingir 80% de confluéncia e o outro foi descartado apos a analise do caridtipo,
sendo apenas um frasco reserva.

Para o ultimo tubo descongelado de cada paciente (160 dias apos
congelamento), o mesmo procedimento foi realizado, entretanto, o frasco de
cultura anteriormente denominado reserva foi submetido a uma passagem celular
apos atingir 80% de confluéncia. Nessa primeira passagem, a suspensao celular
foi contada em hemocitémetro e foram confeccionados: um novo frasco de cultura
(1) contendo metade do conteudo celular e seis culturas em laminas (2, 3, 4, 5, 6,
7) contendo 1 x 10* células cada.

Apds atingirem 80% de confluéncia, as culturas em laminas 2, 3, 4 foram
induzidas a diferenciagcdo adipogénica, condrogénica e osteogénica,
respectivamente, e as culturas 5, 6 e 7 foram mantidas em cultura como controle
negativo de diferenciagdo, sendo realizadas trocas de meio a cada trés a quatro
dias. A cultura do frasco 1 foi submetida a mais duas passagens apés atingir 80%
de confluéncia.

Para cada passagem, a cultura foi ressuspensa com 1,5 mL de tripsina
EDTA (Invitrogen) e inoculada em 10 mL de meio de cultura correspondente.
Logo apds, metade do conteudo final foi transferida para uma nova garrafa T25, a
qual foi incubada a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO? por dois dias.
Vale enfatizar que o restante do material foi descartado, seguindo-se as normas
de biosseguranga. Posteriormente a esse periodo, foram realizadas trocas de
meio a cada trés a quatro dias e as culturas foram avaliadas quanto a presenca

de células aderidas, confluéncia e morfologia das colbnias.
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Depois de trés passagens completas e de atingidos 80% de confluéncia, a
cultura do frasco 1 foi lavada com solugao Hanks (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA) e ressuspensa com 1,5 mL de tripsina EDTA (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, USA) para a realizagdo dos testes de expressao génica pos-

criopreservagao.

4.7 Contagem celular em hemocitometro e analise de viabilidade celular

Para estabelecimento do numero de células para extragdao de acido
ribonucleico (RNA), imunofenotipagem e para criopreservagao, as suspensdes
celulares da cultura do frasco 1 foram sempre contadas. Para tal, 20 uL da
suspensdo celular foram adicionados a 20 yL de solugao de azul de tripan 0,4%
(Sigma Chemical, St Lois, MO, USAI). Cada amostra foi homogeneizada e, desta,
10 uL foram transferidos para o hemocitdmetro (cAmara de Neubauer).

Para determinar a concentragao de células, foram contadas as células dos
quatro quadrantes, o numero total foi dividido por quatro, multiplicado pelo fator de
correcéo (10.000) e pelo fator de diluicdo, obtendo-se, ao final, o0 numero de
células por mililitro da amostra contada.

A viabilidade celular, avaliada nas amostras antes da criopreservacao e
apos criopreservacao e degelo, foi verificada pela contagem do numero de células
coradas (nao-viaveis) em relacdo ao numero de células total (células coradas +
células nao-coradas), expressa em porcentagem, sendo contado para cada
amostra o minimo de 100 células (FRESHNEY, 2005).

4.8 Caridtipo

A fim de verificar a constituicdo cromossOmica das células cultivadas do
liquido amnidtico humano e a manutengao desse conjunto apds os procedimentos
de passagem celular e criopreservagao por diversos tempos, as culturas de todos
os pacientes foram submetidas aos procedimentos para a confecgao do cariétipo.

A divisao celular foi paralisada com 200 pyL de kario max colcemid solution

(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera
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umida contendo 5% de CO, por uma hora e 30 minutos. Posteriormente, o meio
foi retirado e mantido em um tubo cdnico, a cultura foi lavada com solugcdo Hanks
(Invitrogen) e acrescentado 1,5 mL de tripsina EDTA 0,25% (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, USA), a qual foi mantida por trés a cinco minutos até que as células se
desprendessem do frasco, observado por microscopia Optica invertida. O
conteudo foi entdo adicionado junto ao meio de cultura com o propdsito de
paralisar a acao da tripsina e foi centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram acrescentados 5 mL
de solugcdo KCI 0,075 M (Merck, Darmstadt, Alemanha), homogeneizado e
aguardados sete minutos. Logo apds foi feita a prefixagdo com 1 mL de solugao
metanol/ acido acético 3:1 (Merck, Darmstadt, Alemanha). O tubo foi centrifugado
novamente, retirado o sobrenadante e acrescentados 5 mL de solu¢do metanol/
acido acético 3:1 (Merck, Darmstadt, Alemanha). Esse procedimento foi repetido
por mais uma vez e o tubo foi armazenado a -25°C por no minimo uma hora.

O tubo foi centrifugado novamente, o precipitado celular ressuspenso em
0,5 a 2 mL de solugdo de metanol/ acido acético 3:1, homogeneizado e pingadas
trés a quatro gotas da solugéao final sobre laminas 26 x 76 (Perfecta, Mooca, Séao
Paulo, Brasil), as quais foram mantidas em chapa aquecida a temperatura de 40°
até a secagem. Foram confeccionadas quatro a oito laminas para cada tubo.

Com o objetivo de desidratacdo, as laminas ficaram em estufa em
atmosfera seca a 55°C por 24 horas. Logo apés, foram banhadas em solugéo de
tripsina 1:250/ tampé&o Dulbecco’s (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) 0,05%
previamente aquecida a 37°C por quatro a 12 segundos, inativadas em solugao
de tampéao fosfato potencial de Hidrogenibénico (pH) 6,8 a 6,9 adicionada de 20%
de soro bovino fetal (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) e coradas em corante
Giemsa por um a dois minutos (BARCH; KNUTSEN; SPURBECK, 1997).

A analise cromossdmica foi realizada segundo o International system for
human cytogenetic nomenclature (ISCN) 2005, sendo que para cada cultura
foram contadas 50 células (SHAFFER; TOMMERUP, 2005).

4.9 Diferenciagao
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Para caracterizar as células cultivadas do liquido amniético humano e
verificar sua capacidade de diferenciacdo antes e apdés 150 dias de
criopreservagao, as culturas foram submetidas a indugcdo da diferenciagao

adipogénica, condrogénica e osteogénica.

4.9.1 Diferenciagao adipogénica

Apos atingir 80% de confluéncia, o meio de cultura foi trocado por um meio
adipogénico composto de meio amniomax suplementado com 14% de suplemento
para meio amniomax (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA), 1 uM de
dexametasona, 0,5 uM /L 3 — isobutil-1-metilxantina, 0,05 mg/L insulina humana e
200 uM indometacina (Sigma Chemical, St Lois, MO, USA). Foram realizadas
trocas de meio a cada trés dias e as culturas foram observadas diariamente
quanto a presenga de goticulas lipidicas intracelulares, as quais foram

confirmadas por coloracao oil red depois de duas semanas (KIM et al., 2007).

4.9.2 Diferenciagado condrogénica

O meio de cultura, ao atingir 80% de confluéncia, foi trocado por um meio
condrogénico composto de meio minimum essential medium eagle - Dulbecco
modification (DMEM) high glucose (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA)
suplementado com 10 mg/mL de insulina de pancreas bovino, 5,5 mg/mL de
transferrina humana, 5 ng/mL de selenito de sédio, 0,5 mg/mL de albumina de
soro bovino e 4,7 mg/mL de acido linoleico (ITS + 1), 0,1 yM/L de dexametasona,
50 ug/mL de acido ascorbico-2- fosfato, 100 ug/mL de piruvato de sddio, 40 ug/mL
de L-prolina, 10 ng/mL de transforming growth factor — B1 (Sigma Chemical, St
Lois, MO, USAI).

Foram realizadas trocas de meio a cada trés dias e as culturas foram
observadas diariamente, sendo que a diferenciagao foi identificada por coloracéo

periodic acid schiff -alcian blue (PAS-AB) apds trés semanas (KIM et al., 2007).

4.9.3 Diferenciagao osteogénica
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Ao atingir 80% de confluéncia, o meio da cultura foi trocado por um meio
osteogénico composto de meio DMEM high glucose suplementado com 10% de
soro bovino fetal (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA), 0,1 uM/L de
dexametasona, 10 mM/L B-glicerol-fosfato, 50 yM/L de L-acido ascorbico e 10
nM/L 1,25 di-hidroxi vitamina D3 (Sigma Chemical, St Lois, MO, USA).

Foram realizadas trocas de meio a cada trés dias e as culturas foram
observadas diariamente, sendo que a diferenciagao foi identificada por coloracéo
von kossa apos duas semanas (BAKSH; YAO; TUAN, 2007).

4.10 Coloragao das laminas induzidas a diferenciagao

As laminas induzidas a diferenciacdo e as laminas de controle de
indiferenciacao foram fixadas em solugédo de formalina neutra por cinco minutos e,
entdo, encaminhadas para etapa de coloragao especifica.

Para duas pacientes em particular, a cultura induzida a diferenciagcéo von
kossa foi ressuspensa com tripsina EDTA, conforme protocolo ja descrito
anteriormente. A suspensao celular foi centrifugada e o botdo celular foi
processado como cell block, preparadas para inclusdo em parafina, sendo
cortadas em microtomo rotativo (Leica, Wetzlar, Germany) em secc¢des de 4 ym

de espessura, sendo os cortes coletados em laminas silanizadas.

4.10.1 Coloragao oil red

A lamina foi coberta com solucdo de oil red O (Merck, Darmstadt,
Alemanha) 0,5% diluida em propileno glicol (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil) e
aguardados dois minutos. Logo apés, foi lavada em solugdo de propileno glicol
85% por um minuto, lavada duas vezes em 4agua, corada rapidamente na
hematoxilina de Mayer's (Merck, Darmstadt, Alemanha) e lavada novamente em
agua. A lamina foi deixada a temperatura ambiente para secagem e quando seca
foi realizada a montagem, pingando-se uma gota de glicerina (Merck, Darmstadt,

Alemanha) e coberta por laminula (Perfecta, Mooca, Sao Paulo, Brasil).
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A coloragao oil red cora de vermelho-alaranjado acumulos lipidicos, o que
identifica a diferenciagao adipogénica (PROPHET, 1994).

4.10.2 Coloragcao PAS-AB

As laminas foram lavadas com agua desmineralizada, cobertas com alcian
blue 1% (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e aguardados 30 minutos.
Posteriormente, foram lavadas em agua destilada e mantidas 15 minutos em
acido periodico 0,5% (Merck, Darmstadt, Alemanha) a temperatura de 2 a 8°C,
lavadas novamente e mantidas no reativo de Schiff (Merck, Darmstadt, Alemanha)
por quatro minutos. As laminas foram lavadas e deixadas na hematoxilina de
Mayer's durante 50 segundos e lavadas novamente em agua corrente durante
cinco minutos.

Em seguida, as laminas foram mergulhadas quatro vezes em cubas de
alcool absoluto (Minalcool, Brasil) e 10 vezes em cubas de xilol (Nuclear, Brasil) e
montadas com uma gota de glicerina (Merck, Darmstadt, Alemanha) coberta com
laminula (Perfecta, Mooca, Sao Paulo, Brasil).

A coloragdo PAS-AB cora de azul glicosaminoglicanos e glicoproteinas
acidas (observadas em vacuolos citoplasmaticos) e de magenta glicoproteinas
neutras (observadas em vacuolos citoplasmaticos), ambas presentes no tecido

cartilaginoso, o que identifica a diferenciagdo condrogénica (PROPHET, 1994).

4.10.3 Coloragao von kossa

A lamina foi coberta com solugdo de nitrato de prata 5% (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por 60 minutos sob a luz ultravioleta, lavada quatro vezes
em agua, coberta com solugéo de hipossulfito de sédio 5% (Synth, Diadema, S&o
Paulo, Brasil) por cinco minutos e lavada novamente. As laminas foram
contrastadas com vermelho de bordeaux (Merck, Darmstadt, Alemanha) por um
minuto, lavadas em agua e desidratadas em quatro banhos de alcool absoluto

(Minalcool, Brasil) seguidos de 10 banhos de xilol (Nuclear, Brasil). A montagem
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foi realizada com uma gota de glicerina (Merck, Darmstadt, Alemanha) e coberta
com laminula (Perfecta, Mooca, Sao Paulo, Brasil).

A coloragao von kossa cora de preto acumulos de calcio, o que identifica a
diferenciagao osteogénica (PROPHET, 1994).

4.11 Imunofenotipagem e expressao génica

O meio foi retirado do frasco 1 e mantido em um tubo cdénico, a cultura foi
lavada com solugédo Hanks (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) e acrescentou-
se 1,5 mL de tripsina EDTA 0,25% (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA), a qual
foi mantida por trés a cinco minutos até que as células se desprendessem do
frasco. O conteudo, entdo, foi adicionado junto ao meio de cultura com o objetivo
de paralisar a agao da tripsina e dessa suspensao foram retirados 20 uL para
determinagdo do numero de células por meio de contagem de células em

hemocitdmetro.

4.11.1 Imunofenotipagem

Para a avaliagdo dos antigenos de superficie da populagcdo de células
cultivadas, foi empregada a citometria de fluxo. Um painel de anticorpos
monoclonais foi montado, sendo composto dos seguintes anticorpos: CD14 FITC
(BD Pharmingen] San Jose, CA, USA); marcador de mondcito CD90 FITC (BD
Pharmingen] San Jose, CA, USA) e CD105 PE (Beckman Coulter] Brea, CA,
USA); marcador de célula-tronco mesenquimal CD34 PE (BD Pharmingend San
Jose, CA, USA); marcador de célula-tronco hematopoiética CD45 PE-Cy5 e FITC
(BD Pharmingenl] San Jose, CA, USA); marcador panleucocitario CD73 PE (BD
Pharmingen] San Jose, CA, USA); marcador de linfécito T e expresso em
células-tronco mesenquimais HLA-DR PE-Cy5 (BD Pharmingenl] San Jose, CA,
USA); marcador de antigeno de classe Il do histocompatibility complex (MHC) e
7-Amino-actinomycin D (7-AAD) (BD Pharmingend San Jose, CA, USA);

marcador de viabilidade.
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Os anticorpos estavam marcados com trés fluorocromos diferentes:
isotiocianato de fluoresceina - fluorescein isothiocyanate (FITC); ficoeritina —
phicoeritin (PE); e ficoeritina-Cy5 - phicoeritin ligada ao Cy5 (PE-Cy5), que
permitiu a marcagao das células com trés anticorpos simultaneamente.

Para obter-se a calibracdo do aparelho e a definicdo de positividade,
utilizaram-se células sabidamente CD34-.

As células foram contadas, como descrito anteriormente, e a concentragao
foi ajustada para 05 x 10° células/mL. Uma aliquota de 200 pL dessa suspensio
foi centrifugada a 800 g por cinco minutos, 150 pL do sobrenadante foram
descartados e foram acrescentados 10 pL do anticorpo. As células foram
brevemente agitadas em um vortex com agitacao leve e o tubo foi colocado ao
abrigo da luz por 20 minutos. Apds a incubacgao, as células foram fixadas em 500
UL de ISOTON® Il (Beckman Coulter] Brea, CA, USA). A aquisicdo celular
ocorreu no aparelho FC 500 MCL System (Beckman Coulter] Brea, CA, USA) de
pelo menos 10.000 eventos e os dados foram analisados no CXP software
(Beckman Coultert] Brea, CA, USA).

4.11.2 Expressao génica

Imediatamente apds a contagem celular, foi separado o volume de células
correspondente a 1 x10° células e centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspenso em 1 mL de solugao
Hanks (Invitrogen), homogeneizado e congelado a —80°C até o momento da
extragdo de RNA, para posterior ensaio de quantificagdo do gene de pluripoténcia
OCT-4.

4.11.2.1 Extracao de RNA

As aliquotas de 1 mL de cultura de células, na concentragdo 1 x 10°
células/mL, foram centrifugadas por cinco minutos a 800 g e ressuspensas em

150 pL de meio de cultura. O volume total foi empregado para extrair RNA usando
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0 kit de extracdo — QIAamp® viral RNA (Qiagen, Valencia, CA, USA), seguindo-se
as instrugcdes do fabricante. As amostras foram etiquetadas e conservadas

a -70°C até o prosseguimento dos experimentos.

4.11.2.2 Quantificagao da expressao de OCT-4

A reacdo de amplificagdo do acido ribonucleico mensageiro (RNAm) de
OCT-4 ocorreu em dois passos. A primeira reacao foi responsavel pela
transcricdo reversa do RNA total presente na amostra. Esse passo foi realizado
utilizando-se o kit high-capacity complementary desoxiribonucleic acid (cDNA)
reverse transcription® (Life technologiesl], Frederick, Maryland, USA), seguindo-
se as instrucbes do fabricante, no termociclador GeneAmp® Reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) System 9600 (Life
technologiesl], Frederick, Maryland, USA). O segundo passo foi realizado no
aparelho de PCR em tempo real StepOnePlus™ (Life technologies, Frederick,
Maryland, USA), utilizando-se o ensaio TaqMan® gene expression
Hs00742896_s1 (Life technologiesll, Frederick, Maryland, USA) pré-desenhado,
composto de iniciadores e sonda especificos para amplificarem o RNAm de OCT-
4. A reacado de amplificacdo foi de acordo com as instrucdes do fabricante e as
condi¢cbes de temperatura e tempo do aparelho foram as seguintes: uma fase de
dois minutos a 50°C, uma fase de desnaturacdo de 10 minutos a 95°C e 40 ciclos
de duas fases, 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto.

Para avaliar a influéncia da criopreservacao na expressao de OCT-4 nas
células-tronco mesenquimais isoladas de liquido amni6tico, o método de
quantificacao escolhido foi o comparativo Ct (AAC+), que avaliou antes e 150 dias
apos a criopreservagdo. O controle enddgeno utilizado foi o RNAmM de
glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase  (GAPDH), ensaio  numero
HS99999905 m1 TagMan® gene expression (Life technologies [, Frederick,
Maryland, USA) e a amostra referéncia de comparagéo foi a propria cultura de
células-tronco mesenquimais antes da criopreservagao comparada a essa mesma

cultura criopreservada.
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4.12 Preparo de solugoes

« Tampao Dulbecco’s

O conteudo do envelope de Dulbecco’s Phosphate buffered powder
(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) foi diluido em 1 L de agua destilada,
conforme instrugdes do fabricante, e estocado entre -5 e -25°C por até seis

meses. O frasco em uso foi mantido em geladeira entre 2 e 8°C por até 15 dias.

* Solucgao de tripsina 1:250/ tampao Dulbecco’s

Foi diluido 0,5 g de tripsina 1:250 (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA)
em 100 mL de tampao Dulbecco’s (Invitrogen Carlsbad, Califérnia, USA) e
homogeneizado. A solugado foi aliquotada no volume de 4 mL em frascos de
citologia e conservada entre -5 e -25°C por até seis meses. No momento do uso,
essa solucéao foi diluida na proporcdo 1:10 em tampao Dulbecco’s, resultando na

concentragao final de 0,05%.

« Corante Giemsa

Foram diluidos: 0,15 g de eosina-azul de metileno segundo Giemsa (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e 0,25 g de eosina-azul de metileno, segundo Wright
(Merck, Darmstadt, Alemanha), em 100 mL de glicerina C3HsO; (Casa da Quimica
- CAQ, Brasil), homogeneizado e mantido por 12 horas a 55°C em estufa. Apos
esse periodo, foi mantido a temperatura ambiente até atingir esta temperatura.
Posteriormente, foram adicionados 100 mL de metanol (Merck, Darmstadt,
Alemanha) homogeneizados e filtrados em frasco ambar, utilizando-se funil e

papel de filtro.

« Tampao fosfato pH 6.8 a 6.9

Foram diluidos 0,925 g de Na2HPO4 (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
1,348 g de KH2PO4 (Merck, Darmstadt, Alemanha) em 1.000 mL de agua
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destilada, homogeneizados e estocados a temperatura de -5 a -25°C por até seis

meses. O frasco em uso foi mantido a temperatura ambiente por até sete dias.

* Vermelho de bordeaux

Diluiu-se 0,1 g de vermelho de bordeaux (Merck, Darmstadt, Alemanha) em
100 mL de solugédo de sulfato de aluminio aquosa a 5% (Merck, Darmstadt,

Alemanha).

4.13 Analise estatistica

Realizou-se estudo descritivo para a analise do tempo de -cultura,
viabilidade, expressdo génica e imunofendtipo das células obtidas do liquido
amniotico. Foi utilizado um intervalo de confianca de 95%.

Foram utilizados os softwares de analise de dados Excel 2003 e Graphpad

Prism versao 3.



5 RESULTADOS
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5.1 Isolamento e cultura das células do liquido amniético humano

Em torno do quarto ou quinto dia de cultura, as culturas primarias do
liquido amnidtico humano apresentaram, a microscopia Optica invertida, uma
populagao visivel de células esparsas com morfologia variada, sobre a qual se
puderam destacar células com formato poligonal e células com formato
fibroblastoide aderidas ao frasco de cultura nas 10 amostras estudadas (FIG. 3).
No mesmo momento, por ocasido da primeira troca de meio de cultura, foi
observado também elevado numero de células ndo-aderentes, disformes, com
nucleo pequeno em relagdo ao citoplasma, as quais foram descartadas por meio
da troca de meio.

As células aderentes apresentaram a caracteristica de se dividir em
coldénia, sendo que nessa etapa constatou-se a formagdo de colbnias com
morfologia heterogénea, com o tempo médio de 10 dias para atingir a confluéncia
de 80%, com desvio-padréo de 1,4 (FIG. 3).

--
-
FIGURA 4 - Cultura de células do paciente 1 apds inicio da cultura.

A) Quatro dias apés o inicio da cultura; B) seis dias apos o inicio da
cultura; C) oito dias ap6s o inicio da cultura; D) 10 dias apds o inicio da
cultura.
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5.2 Passagens celulares

Verificou-se que ao longo da realizagdo das passagens celulares houve
mudanga da morfologia celular, sendo que as células foram, em sua maioria,
adquirindo formato fibroblatoide e, ao final da terceira passagem, quase a
totalidade das células apresentava esse formato (FIG. 5). Para cada vez em que
se realizou uma passagem celular, o tempo médio para adquirir a confluéncia de
80% foi de 2,9 dias, com desvio-padrao de 0,74 na primeira passagem; 2,9 dias,
com desvio-padrao de 0,57 na segunda passagem; e de 2,8 dias, com desvio-
padrdao de 0,63 na terceira passagem, ndo havendo diferencas estatisticamente

significativas entre as mesmas (valor p=0,9) (GRAF. 1).
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GRAFICO 1 - Nimero de dias para que as células adquirissem 80% de

confluéncia apés as passagens celulares 1, 2 e 3.
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FIGURA 5 - Cultura de células do paciente 1 apos trés

passagens celulares e dois dias apds o reinicio da cultura.

5.3 Viabilidade celular

Foi registrada viabilidade média das culturas apds trés passagens celulares
de 94,2%, com desvio-padrdo de 1,55, sendo que apos 150 dias de
criopreservadas apresentaram média de viabilidade de 88,8, com desvio-padréao
de 1,75, ocorrendo perda média de viabilidade de 5,4%, a qual foi
estatisticamente significante (p>0,0001). A distribuicdo da viabilidade pode ser
observada no GRAF. 2.
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GRAFICO 2 - Distribuigéo da viabilidade celular pré-

criopreservacao e apos 150 dias de criopreservagao.
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Como nao houve diferengas significativas entre a viabilidade celular nos
diferentes tempos de criopreservacao, nesta analise foram utilizados apenas os
dados da viabilidade apds 150 dias de criopreservacado. Os dados relativos aos

outros tempos encontram-se na TAB. 1.

TABELA 1
Viabilidade celular em porcentagem das culturas dos pacientes 1 a 10 nos
diferentes tempos de criopreservacao
| 30DIAS | 60DIAS | 90DIAS | 120 DIAS | 150 DIAS

1 87 89 89 88 89

2 91 90 88 89 90

3 87 89 89 89 87

4 86 84 84 85 86

5 90 91 90 92 91

6 88 90 89 90 88

7 86 85 88 85 87

8 90 92 93 92 91

9 88 90 90 87 89

10 90 89 91 88 90
MEDIA 88,3 88,9 89,1 88,5 88,8
DESVIO 1,82 2,66 2,33 2,46 1,75

PADRAO

5.4 Cultura das células do liquido amniético humano apés criopreservacgao

Nao foram encontradas diferengas na morfologia das células cultivadas
apos descongelamento quando comparadas com as culturas antes da
criopreservacgao. Para todas as aliquotas descongeladas de cada paciente, tempo
30, 60, 90, 120 e 150 dias apds criopreservagao, percebeu-se presenca de quase
a totalidade de células com morfologia fibroblastoide, sendo que o tempo médio
para adquirir 80% de confluéncia foi de seis dias, com desvio-padrdao de 0,6,
demonstrando a capacidade dessas células se multiplicarem em cultura apos
criopreservacao (FIG. 6).

Para o ultimo frasco descongelado de cada paciente, em que uma das
culturas foi submetida a trés passagens celulares, também nao foram observadas
diferencas na morfologia celular quando comparadas com as culturas antes da
criopreservacao. E o tempo médio para adquirir a confluéncia de 80% na primeira

passagem foi de 2,7 dias, com desvio-padrao de 0,67; na segunda passagem, foi
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de 2,9 dias, com desvio-padrdo de 0,74; e na terceira passagem, foi de 2,9 dias,
com desvio-padrdao de 0,57, nado havendo diferengas estatisticamente
significativas quando comparado com a primeira, segunda e terceira passagens
celulares realizadas antes da criopreservagéo (valor p=0,58, 0,97 e 0,74,
respectivamente), o que demonstra que as células em questdo mantém a
capacidade de se multiplicar em cultura mesmo apds os procedimentos de

criopreservacao, degelo e trés passagens celulares.

FIGURA 6 - Cultura de células do paciente 1

apo6s 150 dias de criopreservacgao.

5.5 Cariodtipo

Entre as amostras cultivadas, cinco apresentaram cariétipo 46,XX, quatro
apresentaram cariotipo 46,XY e uma apresentou cariétipo 69,XXY. Visando
investigar a manutencdo do conjunto cromossdmico apos o cultivo celular
prolongado (trés passagens) e pela criopreservagao nos diversos tempos deste
estudo, foi comparada a constituicdo cromossémica apds esses eventos com 0s
caridtipos anteriormente descritos e em nenhuma da amostras avaliadas foi
constatada diferenca (FIG. 7).

No que diz respeito a alteragbes nao-clonais, na cultura inicial do paciente

4, o qual apresentou cariétipo masculino normal, foi visualizada uma célula com
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trissomia do cromossomo 22. Essa alteragao nao foi visualizada nas culturas apos

trés passagens e nas culturas descongeladas apds criopreservagao nos tempos

30, 60, 90, 120 e 150 dias.
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FIGURA 7 — Cariotipos pacientes 1,2 e 5 antes e apds a criopreservacao.

A) Cariétipo feminino normal do paciente 1 antes da criopreservacao; B) Cariétipo
feminino normal do paciente 1 apdés 150 dias de criopreservacao; C) Caridtipo
masculino normal do paciente 2 antes da criopreservacao; D) Cariétipo masculino
normal do paciente 2 apés 150 dias de criopreservagdo; E) Caridtipo triploide do
paciente 5 antes da criopreservacao; F) Cariétipo triploide do paciente 4 apos 150

dias de criopreservagao.

5.6 Capacidade de diferenciacao celular

5.6.1 Diferenciagao adipogénica
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A capacidade de diferenciacdo adipogénica foi constatada em todas as
amostras deste estudo, a qual foi demonstrada pela presencga de células globosas
apresentando microvacuolos visualizados sobre microscopia oOptica invertida
durante a cultura de células induzida. A existéncia de microvacuolos pode ser
detectada, em média, trés dias apds indugéo adipogénica da cultura, com desvio-
padrao de 0,8; e a morfologia celular comegou a demonstrar alteragéo apds cinco
dias de inducéo (FIG. 8).

Quando as culturas foram coradas por oil red O apds duas semanas do
inicio da indugéao, ressaltaram-se microvacuolos corados de vermelho-alaranjado,
em média, em 80% das células cultivadas, com desvio-padréo 8,1, demonstrando
a presenca de goticulas lipidicas, o que identificou a diferenciacdo adipogénica
(FIG. 9B).

Quando se avaliou a manutengao da capacidade de diferenciagcdo apos
150 dias de criopreservacao, realcaram-se as mesmas caracteristicas descritas
anteriormente, ndo havendo diferencas significativas entre os resultados obtidos
nos dois procedimentos (FIG. 10). As culturas apresentaram, em média, 80% de
células oil red positivo, com desvio-padrao de 6,6.

O controle negativo de diferenciagdo nao apresentou qualquer uma dessas
caracteristicas descritas, relatando-se apenas células coradas de roxo, sem a
vigéncia de vacuolos oil red positivo, para todas as amostras testadas neste
estudo (FIG. 9A).

ré*+
L

FIGURA 8 — Cultura de células do paciente 1

apos cinco dias de inducdo adipogénica.
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Notam-se a morfologia globosa e a presenga de
microvacuolos citoplasmaticos (aumento de 400X).

W

FIGURA 9 - Cultura de células do paciente 1 sem e com indug¢ao corada por oil red O.

A) Cultura de células do paciente 1 sem indugao corada por oil red O; B) Cultura de
células do paciente 1 induzida a diferenciagdo adipogénica corada por oil red O. Nota-
se na FIG. 9A a morfologia fibroblastoide negativa para coloragao oil red O. E na FIG.
9B a morfologia globosa com presenca de microvacuolos positivos para a coloragao
oil red O, indicada pela seta (aumento de 400X).

FIGURA 10 — Cultura de células do paciente 1
antes e 150 dias apds a criopreservagao.

Notam-se goticulas lipidicas coradas de vermelho. A) Cultura
de células do paciente 1 antes da criopreservagao induzida a
diferenciacdo adipogénica por duas semanas e coradas por
oil red O; B) Cultura de células do paciente 1 ap6s 150 dias de
criopreservagado induzida a diferenciagdo adipogénica por
duas semanas e corada por oil red O (aumento de 1.000X).
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5.6.2 Diferenciagao condrogénica

A capacidade de diferenciagdo condrogénica, salientada inicialmente em
todas as amostras deste estudo, foi identificada pela existéncia de células
positivas para coloracdo PAS-AB apds trés semanas da inducdo. A reacao foi
considerada positiva nas células que apresentaram vacuolos citoplasmaticos
corados de azul, o que representa glicosaminoglicanos e glicoproteinas acidas,
e/ou nas células que apresentaram vacuolos citoplasmaticos corados de
magenta, o que representa glicoproteinas neutras, ambas presentes no tecido
cartilaginoso, o que identifica a diferenciacdo condrogénica. A positividade foi
relatada em todas as amostras estudadas, em meédia, em 70% das células
analisadas, com desvio-padréo de 8,1 (FIG. 11B).

Quando se analisou a manutencao da capacidade de diferenciagédo apos
150 dias de criopreservagao, foram observadas as mesmas caracteristicas
descritas anteriormente, ndo havendo diferengas significativas entre os resultados
obtidos nos dois procedimentos (FIG. 12). As culturas induzidas apdés
criopreservagao apresentaram, em média, 70% de células PAS-AB positivo, com
desvio-padrao de 5,7.

O controle negativo de diferenciagdo ndo apresentou nenhuma das
caracteristicas mencionadas, exibindo apenas células coradas de roxo, sem a

presenga vacuolos PAS-AB positivo (FIG. 11 A).

FIGURA 11 — Cultura de células do paciente 1,

com e sem indugao a diferenciagao condrogénica.
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Nota-se diferenca na coloragao. A) Cultura de células do paciente 1 sem indugéo,
apresentando coloragdo roxa (negativa para coloragdo PAS-AB); B) Cultura de
células do paciente 1 induzida a diferenciacdo condrogénica, apresentando
coloragao azul (positiva para coloragao PAS-AB) — aumento de 100X.

o
i
}l.

FIGURA 12 — Cultura de células do paciente 2
antes e 150 dias apds a criopreservagéo.

Nota-se a presencga de células com vacuolos citoplasmaticos corados de
azul e magenta. A) Cultura de células do paciente 2 antes da
criopreservagado, induzida a diferenciagdo condrogénica por trés
semanas e coradas por PAS-AB; B) Cultura de células do paciente 2
apo6s 150 dias de criopreservagao induzida a diferenciacdo condrogénica
por trés semanas e coradas por PAS-AB (aumento de 1.000 X).

5.6.3 Diferenciagao osteogénica

A capacidade de diferenciagdo osteogénica foi constatada em todas as
amostras deste estudo, a qual foi determinada pelas células positivas para a
coloragao von kossa, apés duas semanas da inducdo. A reacao foi considerada
positiva nas culturas em que foram verificados depédsitos corados de preto
intracelular ou extracelular, o que representa acumulo de calcio, caracterizando a
diferenciagao osteogénica. A positividade foi referida em todas as amostras, em
meédia, em 60% das células analisadas, com desvio-padrao de 12,47. Para as
duas amostras, as quais foram incluidas em parafina, a positividade foi mais
predominantemente extracelular (FIG. 13B).

Quando se considerou a manutencao da capacidade de diferenciagcao apos
150 dias de criopreservacao, registraram-se as mesmas caracteristicas relatadas
anteriormente, ndo havendo diferengas significativas entre os dois procedimentos

(FIG. 14). As culturas induzidas apds criopreservagao apresentaram média de
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60% das células analisadas positivas para coloragdo von kossa, com desvio-
padrao de 12,9%.

O controle negativo de diferenciacdo nao mostrou qualquer das
caracteristicas anteriormente mencionadas, apenas com células coradas de roxo

com auséncia de regides positivas para a coloragao von kossa (FIG. 13A).

FIGURA 13 — Cultura de células do paciente 1,
negativa e positiva para coloragao von kossa.

A) Cultura de células do paciente 1 sem indugéo incluida em parafina, negativa para
coloragdo von kossa; B) Cultura de células do paciente 1 induzida a diferenciacao
osteogénica, incluida em parafina, positiva para coloragdo von kossa. Destacam-se
regides indicadas pelas setas (aumento de 400X).

"|-'_:I|';|.-|
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FIGURA 14 — Cultura de células do paciente 2 antes e 150 dias
apos a criopreservacao induzida a diferenciagao osteogénica.

Notam-se depdsitos intracelulares de célcio corados de preto,
indicados pelas setas. A) Cultura de células do paciente 2 antes
da criopreservacao induzida a diferenciacdo osteogénica por
duas semanas e positivas para a coloracdo von kossa; B)
Cultura de células do paciente 2 apés 150 dias de
criopreservacao induzida a diferenciagdo osteogénica por duas
semanas e positiva para a coloracido von kossa.
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5.7 Expressao génica OCT- 4: quantificagao relativa

Os dois ensaios pré-desenhados possuem eficiéncia de amplificagdo de
100%, +/- 10%, que € uma das exigéncias para a utilizagdo de GAPDH como
controle enddégeno para avaliar a expressao de RNAm de OCT-4, gene associado
a pluripoténcia e a renovacgao celular. Anteriormente a analise final, foi feita uma
avaliacao dos resultados obtidos individualmente de cada amostra. Os resultados
inadequados foram omitidos da analise e os pontos de limiar, do inglés threshold,
e a linha de base foram ajustados de acordo com o fabricante. Para a anadlise da
quantificacao da expressao génica de OCT-4 antes e apds a criopreservagao, as
amostras foram avaliadas separadamente, omitindo-se todas as outras, sendo
que aquela de antes da criopreservacido foi selecionada como de referéncia e
comparada com a mesma amostra apds a criopreservagao.

Das 10 amostras estudadas, apenas para uma nao foi possivel obter
amplificagdo em nenhum dos dois tempos estudados (paciente 4). Para as
demais, quando se avaliou o efeito da criopreservacao por 150 dias sobre a
expressao génica desse transcrito, houve variagdo no nivel de expressao apds
esse procedimento, entretanto, essa variagdo nado seguiu uma tendéncia.
Considerando as amostras antes da criopreservagao como referéncia, as culturas
dos pacientes 2, 5, 6, 8 e 9 tiveram redugdao no nivel de expressao apods
criopreservacao (FIG. 15 B, D, E, G, H) e as culturas dos pacientes 1, 3, 7 e 10
apresentaram aumento nesse nivel apds criopreservacao (FIG. 15 A, C, F, |).
Sendo assim, a variagdo ocorrida na expressdo génica antes e apds a
criopreservagdo nado pode ser justificada por esse processo, nem por sua

influéncia nos processos regulatérios de OCT-4.
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FIGURA 15 - Graficos representando a expressao génica de OCT-4
para as nove amostras em que foi obtida a amplificacéo.

A) paciente 1; B) paciente 2; C) paciente 3; D) paciente 5; E) paciente 6; F) paciente 7; G)
paciente 8; H) paciente 9; I) paciente 10.
5.8 Imunofenotipagem

Os resultados obtidos a partir da analise por citometria de fluxo
demonstraram que as células cultivadas do liquido amnidtico humano possuem
caracteristicas imunofenotipicas especificas de células-tronco mesenquimais. A
expressao foi muito baixa (< 5%) para os marcadores CD14, CD45, CD34 e para
o complexo de histocompatibilidade MHC de classe Il HLA-DR, sendo
considerados negativos. A expressao foi alta (>70%) para os antigenos

caracteristicos de células-tronco mesenquimais CD90, CD105 e CD73,
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considerados positivos, sendo que a viabilidade celular foi >90% quando avaliada
pelo marcador de exclusao de viabilidade 7AAD (FIG. 16, 17 e 18).

Os resultados da imunofenotipagem estdo representados na forma de dot
plotting e a propor¢cao das células encontra-se distribuida de acordo com o
tamanho celular forward side scatter (FSC) e complexidade interna side scatter
(SSC) (FIG. 16, 17, 18).
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FIGURA 16 - Dot ploting da aquisi¢ao, pelo citdbmetro de fluxo, das células
mesenquimais cultivadas do liquido amniético demonstrando caracteristicas de

expressao dos antigenos de superficie dessas células.
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A) Distribuicdo das células segundo tamanho (FS) e complexidade (SS); B)
Expresséo do antigeno CD14 > 5%; C) Expressao do antigeno CD105 < 70%;
D) Expresséo do antigeno CD45 >5%.
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FIGURA 17 - Dot ploting da aquisi¢ao, pelo citdmetro de fluxo, das células
mesenquimais cultivadas do liquido amniético demonstrando caracteristicas de
expressao dos antigenos de superficie dessas células.

A) Distribuicdo das células segundo tamanho (FS) e complexidade (SS); B)
Expressédo do antigeno CD45 < 5%; C) Expressao do antigeno CD34 < 5%; D)
Viabilidade celular > 70% pelo marcador de exclusédo de viabilidade 7AAD.
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FIGURA 18 - Dot ploting da aquisicao, pelo citdmetro de fluxo, das células

74

mesenquimais cultivadas do liquido amniético demonstrando caracteristicas de
expressao dos antigenos de superficie dessas células.

A) Distribuicdo das células segundo tamanho (FS) e complexidade (SS); B)
Expressdo do antigeno CD90 > 70%; C) Expressdo do antigeno CD73 > 70%;
D) Expressao do antigeno HLA-DR < 5%.



6 DISCUSSAO
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Intensas pesquisas refletem o grande interesse no estudo das
propriedades das células mesenquimais obtidas do liquido amnidtico, as
possibilidades de isolamento e cultura, as capacidades de diferenciacéo e, em
especial, a sua potencial aplicacédo em terapia celular (MIKI et al., 2005; PRUSA,;
HENGSTSCHLAGER, 2002; TSAI et al., 2006). Essas células tém demonstrado
muita capacidade de diferenciacao in vitro e, além disso, possuem a caracteristica
de expressar genes relacionados a pluripoténcia (KARLMARC et al., 2005; KIM et
al., 2007).

Ha um vasto campo de pesquisa para possiveis aplicagdes terapéuticas
dessas células em inumeras doengas metabdlicas, génicas, imunoldgicas e
degenerativas, nas quais ocorre perda funcional ou estrutural de determinado
tecido (diabetes, fibrose cistica, doengas neuroldgicas, cardiopatias, doengas do
tecido conjuntivo e hematopoiético). Vislumbra-se particular interesse também nas
possibilidades do uso dessas células para terapia celular intrauterina. Embora a
maioria dos defeitos congénitos seja de tratamento pds-natal, alguns passiveis de
corregao intrauterina apresentam alto risco materno e fetal, principalmente ruptura
de membranas e prematuridade. Portanto, técnicas menos invasivas e a possivel
transplantagdo dessas células prometem expandir as possibilidades de
tratamento intrauterino de algumas doencas.

Neste contexto, as células fetais obtidas de tecidos como placenta e liquido
amniodtico mostram-se como uma boa opg¢ao de trabalho, uma vez que parecem
ter caracteristicas de células pluripotentes sem os empecilhos éticos, legais e
técnicos que envolvem a manipulacdo de células-tronco embrionarias
(BOSSOLASCO et al., 2006; DE COPPI et al., 2007).

Estudos prévios demonstraram que o liquido amnidtico humano contém
células que expressam o marcador de célula-tronco embrionaria, OCT-4 (TSAI et
al., 2004) e que o mesmo é uma fonte de células-tronco mesenquimais (CTM) que
sao fenotipicamente semelhantes as CTMs da medula éssea. Essas células do
liquido amniiético humano foram consideradas capazes de diferenciarem-se em
células adipogénicas, osteogénicas, condrogénicas e neurogénicas (KIM et al.,
2007; PRUSA et al., 2003; TSAl et al., 2004, 2006).
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Apesar de todos os estudos citados ressaltarem a capacidade de células
derivadas de liquido amnidtico se diferenciarem em varios tipos celulares distintos
e indicarem potencial terapéutico, sua preservagao até uma provavel utilizagao
ainda foi pouco abordada. E sabido que células mantidas em cultura durante
periodos relativamente longos entram em processo de envelhecimento celular,
podendo perder caracteristicas como plasticidade (BONAB et al., 2006; KIM et al.,
2007). Desta forma, a criopreservacéao, técnica avaliada por este estudo, adquire
muita importédncia como alternativa de armazenamento celular por longos
periodos.

Para este estudo, o liquido amnidtico deveria ser proveniente de gestagdes
de segundo e terceiro trimestres, com idade gestacional minima de 15 semanas,
visto que quando o procedimento é realizado antes dessa idade, pode acarretar
mais riscos a gestante e ao feto, embora, teoricamente, possa oferecer outra
populacdo celular, possivelmente mais primitiva. A escolha de amostras na
ocasiao do parto certamente reduziria o risco de puncgao pré-natal com a obtencao
de células com imunofendtipo, potencial de expansdao e diferenciagao
semelhantes (YOU et al., 2008). Porém, como a proposta inicial da pesquisa era o
estudo das CTMs, para possivel manipulacdo no periodo pré-natal, a obtencao
das amostras no momento do parto seria tardia. Para outras aplicagdes, no
neonato, infante ou até mesmo no adulto, esta abordagem se tornaria
interessante.

Com o intuito de verificar as interferéncias de alteragdes cromossémicas
nas caracteristicas das células cultivadas, ndo foram excluidas deste estudo
amostras de gestagbes em que o feto era portador de quaisquer alteragdes no
cariotipo. Por outro lado, foi prevista a exclusdo, deste estudo, das amostras que
apresentavam contaminagao por sangue, a fim de prevenir-se da contaminagao
por células maternas, entretanto, essa exclusdo nao se fez necessaria.

Quanto ao meio de cultura utilizado neste trabalho, a escolha pelo
amniomax decorreu do fato de que o mesmo proporcionou 0 melhor indice de
proliferacdo das células cultivadas do liquido amnidtico, quando comparado com
outro meio testado, publicado em um estudo prévio (CABRAL et al., 2008).
Observaram-se, também, diferengas no indice de proliferacdo celular quando

testados diferentes suplementos para esse meio em um estudo prévio, sendo que
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0 suplemento préprio para o meio em questdo demonstrou melhor desempenho
(dados né&o publicados).

Ndo se mostrou necessaria a adicdo do fator de crescimento de
fibroblastos, gelatina, fibronectina ou colageno para facilitar a aderéncia celular ao
frasco de cultura. Outros autores, contudo, empregaram esse método
provavelmente por usaem um meio diferente, relacionado a menor potencial de
expansao das CTMs (KUNISAKI et al., 2007; STEIGMAN et al., 2008).

Vale ressaltar que o soro presente no meio de cultura utilizado no presente
estudo e nos demais citados exerce importante fungdo no crescimento celular,
pelos fatores de crescimento, aminoacidos e proteinas que o constituem. Porém,
isso pode gerar controvérsias quando se pensa no emprego dessas ceélulas em
humanos, pois como apresentam componentes de origem ndo—humana, podem
acarretar riscos, como o de serem veiculo de virus estranhos ao ser humano
como também de prions, reagdes inflamatérias e imunes locais, pela
contaminagao com proteinas bovinas, mesmo apos lavagens repetidas da cultura,
podendo levar a formagdo de anticorpos e consequente rejeicdo das células
transplantadas (COBO; TALAVERA; CONCHO, 2006; MACKENSEN et al., 2000;
TUSCHONG et al., 2002). Desta forma, alguns estudos vém buscando a
eliminagdo de componentes de origem bovina nos meios de cultura utilizados
para a expansao dessas ceélulas (NIMURA et al., 2008; STUTE et al., 2004).

Em publicacado recente, o soro fetal bovino foi substituido pelo soro humano
como suplementacdo em meio de cultura para cultivo de células mesenquimais da
medula 6ssea, obtendo-se resultado semelhante quando utilizado soro bovino ou
humano (NIMURA et al., 2008). Em contrapartida, outro estudo prévio semelhante
mostrou discordancia desse resultado, com baixo potencial de crescimento nas
células cultivadas com meio de cultura suplementado com soro humano (STUTE
et al., 2004). Assim, faz-se necessario numero mais elevado de estudos neste
aspecto, para, entdo, haver padronizagdo sobre o cultivo das CTMs quando se
pensa na inclusao destas no contexto da terapia celular.

Na presente pesquisa, as células isoladas do liquido amniético humano
tiveram a capacidade de formar colénias aderentes com células em forma de
espicula, sendo capazes de se multiplicar in vitro. Essas células apresentaram

inicialmente morfologia heterogénea, sendo que apds trés passagens se tornaram
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morfologicamente  homogéneas, exibindo consistentemente = morfologia
semelhante a fibroblasto, como também relatado por Kim et al. (2007).

Vale salientar que as caracteristicas registradas nas culturas deste estudo
sdo condizentes com a morfologia descrita inicialmente por Friedenstein,
Chailakhjan e Lalykina (1970) para células-tronco mesenquimais. Essas
caracteristicas morfolégicas foram mais tarde também relatadas por varios outros
autores (KIM et al., 2007; LEE, O. et al., 2004; TSAI et al., 2004, 2006).

Além da morfologia caracteristica das células-tronco mesenquimais, as
células isoladas do liquido amnidtico demonstraram caracteristicas
imunofenotipicas especificas dessas células (CHAMBERLAIN et al., 2007,
OSWALD et al., 2004; TSAI et al., 2006). A expresséo foi inferior a 5% para os
marcadores CD14, CD45, CD34 e para o complexo de histocompatibilidade MHC
de classe Il HLA-DR e superior a 70% para os antigenos caracteristicos de
células-tronco mesenquimais CD90, CD105 e CD73, como também destacado
por Steigman et al. (2008), que preconizou definirem-se protocolos de cultura,
criopreservagcéo e degelo de células-tronco do liquido amniético humano para
possiveis fins terapéuticos.

Em consenso publicado por Chamberlain et al. (2007), em que destaca o
fendtipo das células-tronco mesenquimais, sustentam-se o0s resultados
encontrados no presente estudo. Um ano mais tarde, outro consenso publicado
por Paroline et al. (2008), que visou a padronizar a caracterizagdo de células-
tronco da placenta a termo, citou achados imunofenotipicos semelhantes para as
células desse tecido, quando avaliada a expressdao dos mesmos antigenos de
superficie testados nesse estudo, revelando semelhangca entre o padréao
imunofenotipico para as células mesenquimais das diferentes fontes. Quando
comparadas com as células-tronco derivadas da medula é6ssea, essas células
também sustentam o padrao imunofenotipico semelhante (OSWALD et al., 2004).
Diferentemente, entretanto, foi observado neste estudo uma pequena expressao
dos marcadores hematopoiéticos, o que nao foi relatado por Oswald et al. (2004).
Esse fato pode estar relacionado a presenca de diferentes populacdes celulares
originalmente no liquido amnidtico, tendo em vista que, apesar da tentativa de
homogeneizar-se essa populacdo celular por meio da realizagdo de passagens
celulares durante a cultura, nenhum método de isolamento especifico de células

foi utilizado.
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Além da identificagdo das CTMs baseada nas suas caracteristicas
morfolégicas ou fenotipicas, um caminho posterior para identificacdo dessas
células é a averiguacdo da sua capacidade de diferenciagdo osteogénica,
adipogénca e condrogénica (CHAMBERLAIN et al., 2007).

Neste estudo a diferenciagdo osteogénica foi obtida do meio indutor
suplementado com soro bovino fetal, dexametasona, B-glicerol fosfato, L-acido
ascorbico e di-hidroxivitamina D3, conforme descrito por outros autores (BAKSH,;
YAO; TUAN, 2007; PAROLINE et al., 2008). A identificagdo dessa diferenciagao
ocorreu pela demonstracdo da produgao de calcio pelas células coradas por von
kossa, método também bastante utilizado (KARAHUSEYINOGLU et al., 2007;
KERN et al., 2006; KIM et al., 2007; LEE, O. et al., 2004).

A diferenciagdo adipogénica foi obtida do meio indutor suplementado com
dexametasona, 3-isobutil-1-metilxantina, insulina humana e indometacina,
conforme a literatura (KARAHUSEYINOGLU et al., 2007; KIM et al., 2007; SUDO
et al., 2007; TSAI et. al., 2004) . A identificacdo dessa diferenciagao ocorreu pela
presenca de células oil red positivo, técnica também usada em diversas
pesquisas (KARAHUSEYINOGLU et al., 2007; KERN et al., 2006; KIM et al.,
2007; LEE, K. et al., 2004).

A diferenciagdo condrogénica foi obtida do meio indutor suplementado
ITS+1, dexametasona, acido ascérbico, piruvato de soédio, L-prolina e TGFB1,
conforme descrito por Lee, O. et al. (2004) e Kim et al. (2007). A identificacao
dessa diferenciacdo ocorreu pela presenca de células PAS-AB positivas,
conforme também referido por Kim et al. (2007).

Os ensaios de diferenciacao celular enfatizaram que as células cultivadas
do liquido amnidético humano tém o potencial de diferenciagdo na linhagem
mesodermal, como também reportado em diversos estudos que caracterizaram
células-tronco mesenquimais de diversas fontes (KARAHUSEYINOGLU et al.,
2007; KERN et al., 2006; KIM et al., 2007; LEE, O. et al., 2004). Como
mencionado anteriormente, a diferenciacdo na linhagem mesodermal é
empregada frequentemente na caracterizagéo das células-tronco mesenquimais,
entretanto, salienta-se que o potencial de diferenciagcdo condrogénica e
osteogénica € de muita importancia clinica na regeneragdo da cartilagem ou na
regeneracgao 0ssea quando se pensa no emprego dessas células no contexto da
terapia celular (HORWITZ et al., 1999, 2002; MANO; REIS, 2007).
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Tendo em vista que subcultivos extensos comprometem a viabilidade
celular pelo aparecimento de sinais evidentes de senescéncia celular, a
criopreservagao das ceélulas mesenquimais do liquido amnidtico reveste-se de
importancia clinica, uma vez que essas células poderdo ser colhidas ainda no
periodo pré-natal e poderdo ser armazenadas para que possam ser utilizadas em
tratamentos no pos-parto imediato ou até mesmo tardio. Neste estudo, as células
cultivadas e criopreservadas do liquido amniético humano foram comparadas com
células provenientes da mesma cultura antes da criopreservagcdo quanto a
capacidade de proliferacdo celular, viabilidade celular, capacidade de
diferenciagao celular, expressédo do gene OCT-4 e manutengao do caribtipo.

Quando se avaliaram a morfologia celular e o tempo de cultura necessario
para adquirir 80% de confluéncia entre as passagens celulares nas culturas
reiniciadas apés 150 dias de criopreservagao, ndo foram visualizadas diferencgas
entre os dados anteriormente relatados para as mesmas culturas antes da
criopreservacgao, o que indica que a criopreservagao nao afetou a capacidade de
expansao in vitro dessas células, nem suas caracteristicas morfologicas, como
também demonstrado por outros autores (PENTZ; HORLER, 1980; STEIGMAN et
al., 2008; WOODBURY et al., 2006).

Quando se avaliou a viabilidade celular antes e apds criopreservagao,
houve perda de viabilidade de 5,4%, mantendo-se, ainda, 88,8% das células
viaveis. Estes dados sao compativeis com os achados de Steigman et al. (2008),
que também adotaram o congelamento com taxa programada.

A principal razdo para usar taxa de congelamento controlada em vez de
simplesmente colocar as amostras em ambientes frios € que a temperatura,
compensacao fornecida para a liberacao do calor latente, resulta em melhor
viabilidade celular pds-criopreservagdo (BROCKBANK; COVAULT; TAYLOR,
2003). Essa abordagem aproveita-se das propriedades do gelo extracelular,
utilizando-se o congelamento lento (KARLSSON; TONER, 1996).

Como demonstrado na literatura, o liquido amnidtico contém células que
expressam o gene OCT-4, um marcador de pluripoténcia celular (PRUSA et al.,
2003; TSAI et al., 2004). Neste estudo, avaliou-se a expressao desse gene apos
150 dias de criopreservacdo quando comparada com a expressao prévia a esse
procedimento, no qual foi registrada variagdo no nivel de expressao, que nao

seguiu uma tendéncia. Desta forma, a variagao ocorrida na expressao génica
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antes e apds a criopreservagao nao pode ser justificada por esse processo, nem
por sua influéncia nos processos regulatérios de OCT-4, podendo estar associada
a outros fatores.

O gene OCT-4 é frequentemente descrito como marcador das células-
tronco embrionarias, contudo, outros genes participam, juntamente com ele, da
manutencao da pluripoténcia e do estado indiferenciado dessas células, podendo-
se citar os genes SOX2 e NANOG (ALBERIO; CAMPBELL; JOHNSON, 2006;
DARR; MAYSHAR; BENVENISTY, 2006; PRIOR; WALTER, 1996). Como
realgado por outros autores, a expressdo desses genes ndo é exclusiva das
células-tronco embrionarias, estando expressos também nas células-tronco
mesenquimais (GRECO; LIU; RAMESHWAR, 2007; PRUSA et al., 2003).

Baseado nos estudos que enfatizaram a expressdo do gene OCT-4 em
CTM do liquido amnidtico (KIM et al., 2007; PRUSA et al., 2003; TSAI et al.,
2004), na presente investigacdo buscou-se identificar se o procedimento de
criopreservacao interferiria de alguma forma na expressao desse gene. Apesar de
nao ter sido revelada correlacdo das variagdes nos niveis de expressdo de OCT-4
com esse procedimento, ndo se pode afirmar sobre a pluripoténcia dessas células
com base apenas neste ensaio. No que diz respeito as CTMs do liquido
amniotico, ha comprovacdo de sua capacidade de diferenciacdo em células
derivadas das trés linhagens germinativas (DE COPPI et al., 2007), ha descrigado
da formacdo de corpos embrioides (WANG et al., 2008), mas ainda se faz
necessaria a realizagdo de testes mais especificos para que, entdo, seja
confirmada a pluripoténcia dessas células.

Quando avaliada a capacidade de diferenciacdo na linhagem mesodermal
ap6s 150 dias de criopreservacao, inferiu-se que esse procedimento nao
influenciou no potencial multipotente dessas células. Woodbury et al. (2006)
também salientaram a capacidade de diferenciacdo de uma linhagem de células
cultivadas do liquido amniético e criopreservadas por 32 anos, obtendo sucesso
na diferenciagdo osteogénica e neurogénica, mas nado na diferenciagado
adipogénica. Entretanto, neste estudo n&o foram realizados experimentos de
diferenciagdo dessas células antes da criopreservagao para verificar se essa
linhagem celular unica tinha esse potencial. Varios trabalhos relataram o potencial

de diferenciagcao das CTMs do liquido amnidtico, contudo, poucos envidenciaram
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essa capacidade apds criopreservacado (DE COPPI et al., 2007; KIM et al., 2007,
PERIN et al., 2007; TSAI et al., 2004, 2006).

Quando comparados com trabalhos que exploraram a diferenciagdo de
células-tronco mesenquimais da medula éssea adulta humana, nossos resultados
foram semelhantes. Xiang et al. (2007) demonstraram o potencial de
diferenciagdo adipogénica, condrogénica e nerogéncia de células cultivadas da
medula éssea apos criopreservadas e descongeladas. Liu et al. (2008) verificaram
o potencial de diferenciagdo osteogénica dessas células.

Além da capacidade de diferenciacao celular, outra preocupag¢ao quando
se pensa na utilizacao das células derivadas do liquido amnidtico apds cultivo e
criopreservagcao € a estabilidade cromossémica dessas ceélulas apds esses
procedimentos. De fato, tém sido relatado a ocorréncia de instabilidade
cromossOmica nas células-tronco embrionarias humanas quando estas sao
cultivadas continuamente (INZUNZA et al., 2004). Entretanto, existem poucos
trabalhos que verificaram a estabilidade cromossémica de células-tronco
cultivadas de origem fetal ou adulta apos subcultivos extensos ou
criopreservagao. Certamente, os teldmeros fornecem estabilidade cromossémica
durante as divisdes celulares, apesar de que o teldmero vai reduzindo-se
gradualmente durante essas divisbes, visto que a telomerase, enzima
responsavel pela manutengdo dos teldbmeros, também diminui sua atividade
durante subculltivos extensos (KIM et al., 2007). Esses autores informaram a
atividade da telomerase em células-tronco mesenquimais cultivadas do liquido
amniodtico comparando essa atividade em culturas submetidas a cinco e a 21
passagens, referindo reducdo dessa atividade nas culturas de 212 passagem.

No presente estudo, nas culturas submetidas a trés passagens celulares,
nao foram encontradas mutagcdes cromossémicas decorrentes desse
procedimento, semelhantemente ao mencionado em outros trabalhos, que
identificaram estabilidade cromossdmica de CTM isolada do sangue de cordao
umbilical e da medula 6ssea (KARAHUSEYINOGLU et al., 2007; ZHANG et al.,
2007). Ampliando os dados relatados por esses trabalhos, assinalou-se a
manutencdo dos mesmos conjuntos cromossdémicos apos diversos tempos de
criopreservacgéo; e também nao foram visualizadas alteragdes cromossémicas

decorrentes desse processo.
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O processo de criopreservagao pode dar origem a dois grandes problemas:
alteragdes morfolégicas e cromossémicas, que levam a alteragdes na fungao
celular e em sua viabilidade (DIAFERIA et al., 2008). O congelamento e
descongelamento em particular sdo responsaveis pela formag¢ao de bolhas intra e
extracelulares, as quais induzem a segregacdo anormal dos cromossomos pelo
rompimento das fibras do fuso mitético; contudo, o uso combinado de DMSO e o
resfriamento parecem reduzir muito os efeitos sobre os microtubulos do fuso
(DIAFERIA et al., 2008; VICENT et al., 1990).

Neste trabalho, constatou-se que a criopreservacdo com taxas de
resfriamento controladas utilizando-se o crioprotetor DMSO possibilitou a
recuperacao de células viaveis e cromossomicamente estaveis.

Um unico paciente apresentou uma célula com uma alteragdo numérica
nao-clonal na cultura inicial, que n&o havia sido submetida nem aos
procedimentos de passagem celular, nem a criopreservagcdo. Desta forma, a
ocorréncia dessa alteragcdo ndao deve ser relacionada a esses procedimentos,
podendo estar associada a fatores intrinsecos da amostra, da gestante ou até
mesmo de alguma anomalia fetal. E interessante comentar que o paciente que
apresentou resultado do caridtipo poliploide nado exibiu diferenca quanto aos
ensaios realizados neste estudo, mantendo a capacidade de diferenciagao
celular.

O presente trabalho demonstrou que as células isoladas do liquido
amnidtico humano expressam os marcadores imunofenotipicos caracteristicos de
células-tronco mesenquimais e confirmou a capacidade de diferenciacdo em
células de linhagem mesodermal (adipocitos, condrécitos e ostedcitos). A partir
de técnicas de criobiologia, essas células, que expressam o gene de pluripoténcia
OCT-4, podem ser criopreservadas durante pelo menos cinco meses e serem
recuperadas apds esse periodo, mantendo sua capacidade de crescimento in
vitro, capacidade de diferenciacdo e a expressdo do gene OCT-4, indicando,
assim, a manutencao de sua caracteristica de célula-tronco. Além disto, a analise
cariotipica dessas células indica que tanto a cultura quanto a criopreservacao nao
induzem surgimento de aberragbes cromossdmicas, fato importante para uma
possivel utilizagao terapéutica.

Desta forma, as células derivadas de liquido amnidtico mostram-se como

uma grande promessa no campo de terapia celular, tendo sua provavel aplicagao
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na regeneragao tecidual autdloga. Este trabalho sugere que a técnica de
criopreservacao de células de liquido amnidtico desenvolvida pode ser uma
ferramenta extremamente util na conservagao dessas células coletadas durante a
gestacdo. Entretanto, estudos ainda se fazem necessarios para verificar sua

capacidade de regeneracgao tecidual in vivo.



7 CONCLUSOES
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O presente trabalho, caracterizando células cultivadas do liquido amnidtico

humano antes e apds criopreservadas, permitiu concluir:

a) Quanto a caracterizagao das células cultivadas do liquido amniético

humano nas amostras analisadas

As células do liquido amni6tico humano demonstraram a capacidade de
proliferagao in vitro.

As células do liquido amnidtico apresentaram heterogeneidade
morfoldgica, adquirindo morfologia fibroblastoide apés trés passagens,
caracteristica de células-tronco mesenquimais.

As células cultivadas do liquido amnidtico humano demonstraram padrao
imunofenotipico caracteristico de células-tronco mesenquimais.

As células cultivadas do liquido amnidtico humano demonstraram a
capacidade de diferenciacdo em células da linhagem mesodermal
(osteogénica, condrogénica e adipogénica).

As células cultivadas do liquido amnibtico apresentaram caracteristicas

que permitem classifica-las como células-tronco mesenquimais.

b) Quanto a manutencdo das caracteristicas celulares apés cultivo,

criopreservagao e degelo

. As células do liquido amnibtico permanecem viaveis
apos a criopreservagao por cinco meses, utilizando taxa de congelamento
controlada de 1°C por minuto.

. As células cultivadas do liquido amnidtico nao
apresentaram alteracbes cromossOmicas numéricas e/ou estruturais
decorrentes dos procedimentos de cultivo celular, trés passagens e cinco
meses de criopreservagao.

. N&o ocorrem variagdes na morfologia celular, nem na
capacidade de proliferacao in vitro, apds as células cultivadas do liquido
amniodtico serem criopreservadas por até cinco meses e reiniciadas em

cultura.
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. As células cultivadas do liquido amni6tico humano
mantiveram a capacidade de diferenciacdo em células da linhagem
mesodermal apoés criopreservadas por cinco meses.

. A criopreservagdo nao interferiu na expressao do
marcador de pluripoténcia OCT-4.

. Nado houve interferéncia de anormalidades
cromossOmicas constitucionais na capacidade de diferenciagédo celular, no
perfil de expressdo do gene OCT-4, nem no padrdo imunofenotipico das
células cultivadas do liquido amniético.

. O protocolo de criopreservacao testado foi eficiente
para a conservagao das células tronco mesenquimais cultivadas do liquido

amniotico humano.
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Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Aplicado a menores de 18 anos

Muitos estudos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de se utilizarem
células-tronco para tratamento de doencas (terapia celular). Por se tratar de
estudos recentes, pouco se sabe sobre a caracterizacdo e aplicagao destas. O
liguido amniotico € intrigante como uma possivel fonte de células-tronco
pluripotentes para essa aplicacdo. Entretanto, o uso terapéutico de células
derivadas do liquido amniético humano requerera entendimento muito mais
completo da sua biologia.

O liquido amnidtico pode ser utilizado como fonte de células-tronco de duas
maneiras: em cultura ou criopreservadas, porém questionamentos sobre a
preservacao das caracteristicas das ceélulas submetidas a esses processos
devem ser respondidos.

Este trabalho tem o objetivo de verificar a viabilidade de células-tronco
mesenquimais obtidas do liquido amnidtico apds processos de cultura e
criopreservagao.

Fica garantido aos participantes deste trabalho o sigilo sobre os dados
clinicos e laboratoriais e a protecao de sua identidade em caso de publicagao na
imprensa cientifica. Como os mesmos ja iriam se submeter ao processo invasivo
por motivos terapéuticos ou propedéuticos, este estudo nao oferecera adigao de
quaisquer riscos aos participantes.

Os resultados desta pesquisa serdo divulgados em forma de resumo e
pOsteres em eventos cientificos e envio para apreciacdo e publicacdo em
periddicos nacionais e internacionais, podendo ser consultados para pesquisas
relacionadas.

A coordenagéo do projeto é do Prof. Antonio Carlos Vieira Cabral.

Ressarcimento ou idenizacao nédo se aplicam ao caso de ndo-obtengao de
resultados, seja por que razao for.

Todo o material biolégico, apds a realizacdo dos testes inerentes a este

trabalho, sera descartado segundo as normas da Vigilancia Sanitaria.
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Eu ()

concordo e me responsabilizo pela participacao de

no trabalho:

Caracterizacao de células-tronco mesenquimais isoladas do liquido
amniético humano e submetidas a processo de criopreservagao e permito
que seja utilizada sua amostra de liquido amniético para o estudo citado.

Eu

( ) ndo concordo e nao me responsabilizo pela participagcdo de

no trabalho:

Caracterizagcao de células-tronco mesenquimais isoladas do liquido
amniotico humano e submetidas ao processo de criopreservagao e nao

permito que seja utilizada sua amostra de liquido amniético para o estudo citado.

Assinatura do responsavel
Data: /1

Assinatura do pesquisador responsavel:
Data: /1

Contatos:

Pesquisador responsavel: Antonio Carlos Vieira Cabral

Rua Desembargador Assis Rocha, n® 72, Belvedore, CEP 30320-250 — Belo
Horizonte/MG

Telefone: 031.32862610

Colaborador: Victor Cavalcanti Pardini
Rua Aimorés, n°® 33, Funcionarios — CEP 30140-070 — Belo Horizonte/MG
Telefone: 031.32286200

Orientanda: Patricia Caroline Angelo
Rua Helianto, n° 52 /201, Nova Suica — CEP 30460-110 — Belo Horizonte/MG
Telefone: 031.33720752

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

Av. Antbnio Carlos, n° 6.627 / Unidade Administrativa Il — 2° andar Campus
Pampulha Belo Horizonte/ MG

Telefone: 31 34094592

Termo de consentimento livre e esclarecido
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Aplicado a maiores de 18 anos

Muitos estudos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de se utilizarem
células-tronco para tratamento de doengas (terapia celular). Por se tratar de
estudos recentes, pouco se sabe sobre a caracterizacdo e aplicagdo destas. O
liquido amnidtico é intrigante como uma possivel fonte de células-tronco
pluripotentes para essa aplicagdo. Entretanto, o uso terapéutico de células
derivadas do liquido amniético humano requerera enterndimento muito mais
completo da sua biologia.

O liquido amnidtico pode ser utilizado como fonte de células-tronco de duas
maneiras: em cultura ou criopreservadas, porém questionamentos sobre a
preservacdo das caracteristicas das células submetidas a esses processos
devem ser respondidos.

Este trabalho tem o objetivo de verificar a viabilidade de células-tronco
mesenquimais obtidas do liquido amnidtico apds processos de cultura e
criopreservagdo. Fica garantido aos participantes deste trabalho o sigilo sobre
os dados clinicos e laboratoriais e a protegcao de sua identidade em caso de
publicacdo na imprensa cientifica. Como os mesmos ja iriam se submeter ao
processo invasivo por motivos terapéuticos ou propedéuticos, este estudo nao
oferecera adicdo de quaisquer riscos aos participantes.

Os resultados desta pesquisa serdo divulgados em forma de resumo e
pbsteres em eventos cientificos e envio para apreciagdo e publicagdo em
peridédicos nacionais e internacionais, podendo ser consultados para pesquisas
relacionadas.

A coordenacéao do projeto é do Prof. Antonio Carlos Vieira Cabral.

Ressarcimento ou idenizagdo n&o se aplicam ao caso de ndo-obtencgao de
resultados, seja por que razao for.

Todo o material biolégico, apds a realizagdo dos testes inerentes a este

trabalho, sera descartado segundo as normas da Vigilancia Sanitaria.

Eu ()

concordo em participar do trabalho: Caracterizagao de células-tronco
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mesenquimais isoladas do liquido amniético humano e submetidas ao
processo de criopreservagao e permito que seja utilizada minha amostra de
liquido amnidtico para o estudo citado.

Eu

( ) ndo concordo em participar do trabalho: Caracterizagédo de células-

tronco mesenquimais isoladas do liquido amniético humano e submetidas
ao processo de criopreservagao e nao permito que seja utilizada minha

amostra de liquido amniético para o estudo citado.

Assinatura do paciente
Data: /1

Assinatura do pesquisador responsavel:
Data: I

Contatos:

Pesquisador responsavel: Antonio Carlos Vieira Cabral

Rua Desembargador Assis Rocha, n® 72, Belvedore, CEP 30320-250 — Belo
Horizonte/MG

Telefone: 031.32862610

Colaborador: Victor Cavalcanti Pardini
Rua Aimorés, n°® 33, Funcionarios — CEP 30140-070 — Belo Horizonte/MG
Telefone: 031.32286200

Orientanda: Patricia Caroline Angelo
Rua Helianto, n° 52 /201, Nova Suica — CEP 30460-110 — Belo Horizonte/MG
Telefone: 031.33720752

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

Av. Antbnio Carlos, n° 6.627 / Unidade Administrativa Il — 2° andar Campus
Pampulha Belo Horizonte/ MG

Telefone: 31 34094592
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ANEXO A - Parecer ético

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 281/08

Interessado(a): Prof. Anténio Carlos Vieira Cabral
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 6 de agosto de 2008, o projeto de pesquisa intitulado
"Caracterizacao de células tronco mesenquimais isoladas do
liquido amniotico humano e submetidas ao processo de
criopreservacao” bem como o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

i
rofa. Maria esa Marques ;maral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa i - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Teletax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@ prpg.uting br
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UNIV[ERSI[)ADE FEDERAL DE MIMNAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA (COEP-UFMG)
PARECER
Processo n® 0281.0.203.000-08
Recebido pela COEP: 04-06-2008

Recebido pelo parecerista : 26-06-2008
Parecer entregue: 05-08-2008

Titulo: Caracterizagdo de células tronco mesenquimais isoladas do liquido
; amniodtico humano e submetidas ao processo de criopreservacio.

Area de conhecimento: Ciéncia da Satlide - Medicina - Diag.

Pesquisador responsavel: Antonio Carlos Vieira Cabral

Instituicdo responsavel pelo projeto: Faculdade de Medicina da UFMG

Apoio institucional: Faculdade de Medicina da UFMG

Documentos analisados:

iy Folha de rosto: Pagina de rosto em formuldrio para pesquisa envolvendo
seres humanos assinado pelo Pesquisador Responsadvel e pelo Vice-Diretor doc
Hospital das Clinicas da UFMG, como representante da instituicdo onde serd
realizada, em 29/05/2008 e 02/06/2008.

2. Protocolo de pesquisa com descrigao do projeto.
3 Data prevista para inicio: Apos aprovagédo do COEP
Data prevista para término: julho de 2009
4, Parecer consubstanciado da Cémara Departamental do Departamento de

Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina da UFMG, aprovado em
25/04/2008. :

5. Declarag@o e Registro do projeto na DEPE/HC-UFMG em 04/06/2008.

6. Parecer favoravel a execucdo do projeto na Unidade Funcional Ginecologia,
Obstetricia e Neonatalogia, em 22/04/2008.
7l Curriculum vitae dos pesquisadores disponiveis na plataforma Lattes.

8. TCLE adequado.

Sumario do projeto: O trabalho tem como objetivo verificar a viabilidade de
células tronco mesenquimais, obtidas de liquido amnidtico, apds processos de
cultura e criopreservagdo. O liquido amnibtico pode ser utilizado como fonte de
células tronco porém existem questionamentos sobre a preservacdo das
caracteristicas das células submetidas a estes procedimentos.

Metodologia: Serdo realizados com células obtidas de liquido amnidtico testes de -
viabilidade celular, RT-PCR, analise cromossdmica e procedimentos de diferenciacdo
celular para verificar se houve alguma alteragdo nas caracteristicas celulares apds
0s processos executados (cultura e criopreservacdo). O material a ser utilizado
(liguido amniodtico) sera obtido de pelo menos 10 gestantes, de segundo e terceiro
trimestre de gestacdo, enviadas ao Centro de Medicina Fetal (HC-UFMG), por
apresentarem gestagBes que necessitem a realizagdao de procedimentos invasivos
(cordocentese ou amniocentese) propedéuticos ou terapéuticos

Parecer final : O projeto é relevante, estda bem fundamentado e contempla de
forma adeguada os quesitos éticos envolvidos. Assim,

VOTO: s.m.j. da plenaria do COEP, pela APROVACAO do projeto, conforme
apresentado.

Belo Horizonte, 05 de agosto de 2008
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