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Resumo

Apesar de raras no sangue do corddo umbilical, as células-tronco/estromais mesenquimais
(MSCs) s@o abundantes na parede do corddo. Considerando-se o grande potencial de
utilizacdo terapéutica de células-tronco mesenquimais do corddo umbilical (MSCs-Co) em
varios tipos de situagdo, torna-se também de alta importancia a caracterizacdo dessas células
em recém-nascidos prematuros, de mades normais ou em situacdes como a pré-eclampsia,
patologia ainda pouco compreendida e responsavel por mais de 7% de mortalidade materno-
fetal. Este trabalho tem como objetivo isolar e caracterizar MSCs-Co de recém-nascidos a
termo, e prematuros nascidos de mdes normais ou com pré-eclampsia, comparando
morfologia, imunofendtipo e capacidade de diferenciacdo e imunosupressao nestas
populacBes. As células sdo isoladas com colagenase e cultivadas conforme previamente
estabelecido em nosso laboratorio. Os resultados preliminares obtidos até 0 momento indicam
morfologia, imunofendtipo e capacidade de diferenciacdo normais para MSCs, mas o nimero
de amostras analisadas ainda ndo permite concluir sobre possiveis diferencas entre os recém-
nascidos normais e prematuros.

Palavras chave: celulas-tronco mesenquimais; corddo umbilical; pré-eclampsia.

INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo células-tronco adultas, de origem
mesodérmica primordial, e de grande plasticidade (revisado por Nardi e da Silva Meirelles,
2006). Suas principais propriedades sdo: (i) autorrenovacdo e diferenciacdo multipotente; (ii)
habilidade quimiotatica e migracdo aos locais de dano e inflamacdo; (iii) secrecdo de
mediadores paracrinos e fatores troficos; (iv) propriedades imunomodulatérias; (V)
propriedades angiogénicas e (vi) papel nas reacBes inflamatdrias. As MSCs estdo presentes
em todo o organismo (da Silva Meirelles et al., 2006), e seu potencial terapéutico €
principalmente explicado pela producdo de moléculas bioativas e capacidade de resposta a
este tipo biomolécula (Meirelles e Nardi, 2009). Essas biomoléculas e as MSCs fornecem um
microssistema regenerativo em lesdes, sdo capazes de limitar a area lesada e montar uma
autorresposta regenerativa através de seus mediadores regenerativos, em acao local.

As células-tronco mesenquimais da parede do corddao umbilical (MSC-Co) sdo mais
primitivas que as MSCs de outros tecidos (Wang et al., 2004). Alguns estudos tém descrito as
caracteristicas imunoldgicas das MSC-Co. Elas apresentam maior producdo de citocinas
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tolerogénicas como TGF-b e IL-10, e menor expressdo de moléculas do MHC classe | que as
MSCs da medula 6ssea, e auséncia de classe Il (Weiss et al., 2008). Liu et al. (2012)
observaram a expressdo de inibidores do sistema imune como HLA-G, IDO e PGE2, bem
como uma baixa imunogenicidade e alto potencial de inducdo de imunotolerancia por estas
celulas.

A prematuridade, definida como idade gestacional inferior a 37 semanas, é
responsavel por mais de 50% da mortalidade infantil e de paraliticos cerebrais (SLATTERY;
MORRISON, 2002). A pré-eclampsia é um quadro que restringe o crescimento e nutricdo
fetal, por reducdo de fluxo placentario ao feto, sendo responsavel por mais de 7% de
mortalidade materno-fetal. A etiologia e patogénese da pré-eclampsia envolvem uma
combinacdo de fatores de predisposicdo materno-fetal e fatores ambientais (ROBERTS et
al.,1989).

Considerando-se o grande potencial de utilizacdo terapéutica de células-tronco
mesenquimais do corddo umbilical em varios tipos de situacdo, torna-se também de alta
importancia a caracterizacdo dessas células em recém-nascidos prematuros, de mées normais
ou em situacdes como a pré-eclampsia. Entretanto, estes estudos sdo praticamente
inexistentes.

Este projeto tem como objetivo caracterizar a populacdo de MSC-Co em recém-
nascidos prematuros, adequados para a idade gestacional, de mées saudaveis ou com pré-
eclampsia e compara-las com MSC-Co de recém-nascidos a termo saudaveis.

METODOLOGIA

O cordao umbilical é coletado apds o nascimento, havendo assinatura do termo de
consentimento informado pelas mées. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da ULBRA (processo n° 1.697.263).

As células tronco sdo isoladas a partir da veia do corddo umbilical, com o uso de
colagenase tipo | diluida em 5 ml de HDMEM + 20% SFB, por cerca de 45 min a 37 °C. A
morfologia das culturas é analisada por exame periédico em microscopio invertido com
contraste de fase (Axiovert 25, Carl Zeiss, Alemanha). Fotomicrografias sdo feitas com
camera digital (AxioCamMRc, Carl Zeiss), usando o programa ZEN (Carl Zeiss). As células
utilizadas nos experimentos sdo mantidas em cultura, expandidas e caracterizadas entre as
passagens 3 a 5. A analise do fenotipo de superficie é realizada por incubacgéo das células com
anticorpos conjugados a fluorocromo e leitura em citdmetro de fluxo BD Accuri C6 Plus. A
capacidade de diferenciacdo celular é determinada por cultivo com meio indutor de
diferenciacdo adipogénica e osteogénica (da Silva Meirelles et al., 2006). Culturas controle
serdo mantidas com meio padrdo durante o periodo da diferenciacdo. Para a observacdo da
diferenciacédo, ap6s o periodo de inducdo as culturas serdo coradas com corantes especificos
(Oil Red O e Alizarin Red S, respectivamente).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, os metodos para isolamento e cultivo das MSC-Co foram
estabelecidos com sucesso. As culturas apresentam uma morfologia fibroblastéide (Figura 1),
que é caracteristica deste tipo de células (MEIRELLES; NARDI, 2009).



Figura 1 - Cultivo de MSC-Co de recém-nascido normal, em P2, com morfologia
fibroblastoide caracteristica deste tipo celular. Contraste de fase, aumento 100x.

A andlise do fendtipo de superficie das células (Figura 2) mostrou que elas sdo negativas para
marcadores hematopoiéticos (CD11b, CD34 e CD45) e endotelial (CD31), sendo entretanto
positivas para CD105. Estes resultados sdo compativeis com as caracteristicas determinadas
pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (DOMINICI et al., 2006).

Figura 2 - Imunofenétipo de MSC-Co de recém-nascido normal, em P2.
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Do mesmo modo, as culturas foram capazes de diferenciar nas vias adipogénica e
osteogénica (Figura 3), comprovando sua identidade como células-tronco/estromais

(MEIRELLES; NARDI, 2009).

Figura 3 - Diferenciacdo adipogénica e osteogénica de MSC-Co de recém-nascido normal.
Culturas controle foram mantidas em meio convencional, enquanto culturas diferenciadas
foram mantidas em meio indutor das duas vias de diferenciacao.
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CONCLUSOES
As amostras de corddo umbilical obtidas até o momento permitiram o

estabelecimento do métodos de isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais de
corddo, com caracterizagcbes que confirmam sua identidade. O aumento do numero de
amostras neste estudo permitira a comparagdo das MSC-Co normais e de prematuros de mées
com ou sem pré-eclampsia, com identificacdo de possiveis diferencas nesta populacao celular.
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