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Resumo

As células-tronco embrionarias sdo derivadas da massa celular interna de embrides no estagio
de blastocisto. Essas células sdo pluripotentes, podendo diferenciar-se em qualquer tipo celular
do organismo. Apds o processo de obtencdo dessas células, é importante a realizagdo de sua
caracterizacdo. A caracterizacdo das células permite verificar a presenca dos marcadores
indicativos de pluripoténcia, bem como a sua capacidade de se diferenciar em derivados das
trés camadas germinativas. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar uma
linhagem de células-tronco embriondrias humanas que serdo futuramente utilizadas em
experimentos visando a medicina regenerativa. A linhagem de células-tronco embriondrias
humanas utilizada para esse trabalho foi a H9. Ela foi cultivada sobre uma monocamada de
fibroblastos embriondrios murinos pré-tratados com mitomicina C. O meio utilizado para
manuten¢do das células foi 0 DMEM/F-12 suplementado com soro Knockout, antibioticos,
aminoacidos ndo-essenciais, f-mercaptoetanol, Glutamax, Y-27632 e FGF2. As células foram
mantidas em estufa a 37°C com 5% de COz e 95% de umidade. A caracterizagdo teve inicio
com a observacdo da morfologia das colonias, com a contagem cromossdmica e com a
avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina. Apods, realizou-se a avaliacdo por
imunofluorescéncia utilizando-se anticorpos anti-OCT4, SOX2 e TRA-1-81, bem como RT-
PCR dos marcadores de pluripoténcia OCT4, NANOG, SOX2 e REXI1. Para analisar o
potencial de diferenciacdo foi feito o teste de formacgdo de corpos embrioides, os quais foram
avaliados por imunofluorescéncia para marcacdo de ectoderme (nestina e B-IlI-tubulina) e
endoderme (SOX17). Também se realizou a avaliagdo da diferenciagdo sem a formacao de
corpos embrioides, sendo feita ao final a coloracdo com Oil red O. A anélise dos resultados
mostrou que as colonias apresentavam a morfologia tipica de células-tronco embrionarias
humanas, além do nimero cromossémico normal ¢ a presenca da atividade da fosfatase alcalina.
Todos os marcadores analisados por imunofluorescéncia foram identificados, assim como os
analisados por RT-PCR e foi comprovada a capacidade da linhagem diferenciar derivados das
tr€s camadas germinativas. Portanto, todos os testes demonstraram que a linhagem utilizada
possui as caracteristicas determinantes para sua classificagdo como célula-tronco embrionaria

humana.

Palavras-chave: Células-tronco embriondrias humanas. Caracterizacdo. Medicina regenerativa
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1 Introduciao

A medicina regenerativa e suas vertentes, a terapia celular e a engenharia de tecidos, sdo
tratamentos emergentes que despertam grande entusiasmo na comunidade cientifica e na
populacdo leiga. Essas novas tecnologias buscam criar condigdes ideais para o reparo, a
regeneragdo ou a substituicdo de tecidos lesados usando células, fatores de diferenciacao e
proliferacdo celular, além de biomateriais que fornecam a organizagdo estrutural e funcional
dos novos tecidos gerados (BOROJEVIC, 2008). Dessa forma, essa nova tecnologia visa
substituir ou repor células e suas estruturas associadas (terapia celular) ou, ainda, gerando um
novo 6rgdo ou parte dele (engenharia de tecidos). Portanto, pacientes portadores de diferentes
doencas, atualmente incuraveis, poderiam ser beneficiados com o desenvolvimento de
protocolos na medicina regenerativa.

Doengas associadas ao envelhecimento, tais como Mal de Alzheimer, Mal de Parkinson,
diabetes tipo II, insuficiéncia cardiaca, osteoartrite e imunosenescéncia sdo exemplos de
doencas onde se espera que tais tecnologias possam auxiliar em seu controle ou mesmo em sua
cura. No caso de lesdes como trauma, enfarte e queimaduras, pode-se promover reparos em
parte do tecido para melhor restabelecer a satde dos pacientes (SYKOVA & FOROSTYAK,
2013; GIATSIDIS et al., 2013). Outro problema grave a ser considerado seria o
comprometimento de um 6rgdo inteiro, como no caso da presenca de tumores, sendo necessaria
a remocdo do 6rgdo seguido de um transplante. Atualmente, hd uma escassez de 6rgaos
disponiveis para transplantes, o que atrasa e impede o tratamento de muitos pacientes. Além
disso, estimativas apontam que a demanda por transplantes ird se agravar na proxima década,
principalmente devido a mudangas no perfil etario, demografico e epidemioldgico da populagdo
(PLATT & CASCALHO, 2013). Todos esses problemas de saude sdo alvos de pesquisas
relacionadas a medicina regenerativa.

Para tanto, ¢ fundamental encontrar células que possam ser cultivadas de forma
extensiva, indiferenciadas e com capacidade de se diferenciar nos tipos celulares desejados. As
células mais adequadas a serem usadas para atingir esses objetivos seriam as células-tronco e
por possuirem propriedades Unicas, a revista cientifica Science as elegeu como Scientific
Breakthrough of the Year (o avango cientifico do ano) em 1999 (VOGEL, 1999). Dessa forma,
as células-tronco podem ser consideradas como a principal ferramenta utilizada pela medicina

regenerativa para o desenvolvimento de protocolos em pesquisa basica, pré-



clinica e clinica. O uso das células-tronco aplicado para a medicina regenerativa possui um
potencial revolucionario. A nova era na medicina refere-se a regeneracao tecidual baseando-se
nos avangos dos estudos com as células-tronco (PRANKE, 2004).

As células-tronco podem ser definidas como células com grande capacidade de
proliferacdo e auto-renovagao, além de responder a estimulos externos e dar origem a diferentes
linhagens celulares mais especializadas (PEREIRA, 2008). Elas podem ser de origem
embriondria ou adulta.

As células-tronco adultas (CTA) sdo derivadas de tecidos e orgdos ja formados, como
gordura, polpa de dente, medula 6ssea, entre outros, e sao capazes de se diferenciar em diversos
tipos celulares, mas ndo em todos (BYDLOWSKI et al., 2009). Historicamente, as CTA
presentes na medula 6ssea sdo as mais estudadas, sendo utilizadas nos tratamentos de diferentes
doencas que afetam o sistema hematopoético, desde a década de 50, devido a sua conhecida
capacidade de se diferenciar em todos os tipos celulares do sangue. No final da década de 80,
o sangue do corddo umbilical e placentario de recém-nascidos tornou-se uma fonte alternativa
de células-tronco hematopoéticas, sendo criados, posteriormente, diversos bancos publicos de
sangue de corddo umbilical no Brasil e no mundo (PEREIRA, 2008). Segundo dados do INCA,
ha mais de 350 bancos de sangue de corddo umbilical em todo o mundo e, no Brasil, cerca de
12 bancos publicos de sangue de cordao umbilical (INCA). Estudos demonstraram que as CTA
poderiam derivar tipos celulares diferentes dos presentes nos tecidos onde residem. Desde
entdo, tém sido identificadas e estudadas novas fontes de CTA, assim como, sua capacidade de
diferenciagdo e aplicagdo em tratamentos clinicos (PEREIRA, 2008).

As células-tronco embrionérias (CTE) sdo derivadas da massa celular interna de
embrides no estagio de blastocisto e sdo denominadas pluripotentes. A pluripoténcia ¢ a
capacidade de originar todos os tecidos das trés camadas germinativas. As CTE foram
primeiramente derivadas de embrides de camundongo em 1981 por Martin J. Evans ¢ Matthew
Kaufman e independentemente por Gail R. Martin. O estabelecimento de linhagens de CTE
contribuiu muito para o maior conhecimento sobre as células-tronco e para estudos de biologia
do desenvolvimento (EVANS & KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981). Posteriormente, James
Thomson e colaboradores estabeleceram a primeira linhagem de células-tronco embrionarias
humanas (CTEh) em 1998 (THOMSON et al., 1998).

O Laboratorio de Hematologia e Células-tronco da Faculdade de Farmacia da UFRGS
foi o primeiro laboratorio da Regido Sul do Brasil a cultivar CTEh. O projeto desenvolvido

objetivou o cultivo, expansdo e caracterizagdo da linhagem H9 de CTEh , visando utiliza-las



em futuros trabalhos com biomateriais produzidos por nanotecnologia no campo da medicina

regenerativa.

2 Revisio bibliografica

2.1 As células-tronco embrionarias humanas

O estabelecimento da primeira linhagem de CTEh por James Thomson e
colaboradores gerou um grande entusiasmo na possibilidade de uso dessas células na medicina
regenerativa, por elas serem capazes de originar qualquer tipo celular adulto e possuirem
extensiva capacidade proliferativa in vitro (THOMSON et al., 1998). Posteriormente, diversas
linhagens de CTEh foram estabelecidas ao redor do mundo. Em 2008, foi estabelecida a
primeira linhagem brasileira, a BR-1 (FRAGA et al., 2011).

As primeiras derivagdes de CTEh foram realizadas sobre uma camada alimentadora
tipicamente composta por fibroblastos embrionarios murinos (murine embryonic fibroblasts -
MEFs), previamente inativados com mitomicina C. A camada de MEFs fornece citocinas que
promovem o crescimento indiferenciado das CTEh (BEATTIE et al., 2005). Atualmente, as
CTEh podem ser cultivadas sobre diferentes substratos, desde camadas alimentadoras até
matrizes extracelulares, como o Matrigel (VILLA-DIAZ et al., 2013). O meio de cultura
utilizado deve ser suplementado com uma fonte proteica, que pode ser o soro Knockout, ou até
mesmo o soro fetal bovino. Outros componentes frequentemente adicionados ao meio de
cultura sdo o fator de crescimento de fibroblasto (FGF2), que estimula as células a
permanecerem no estado indiferenciado, bem como a glutamina, o -mercaptoetanol ¢ os
aminoacidos nio essenciais (AMEEN et al., 2008; LASLETT et al., 2003). Entretanto, apesar
da suplementacdo auxiliar na proliferacdo e manuten¢do das CTEh, ¢ importante considerar que
muitos desses suplementos sdo de origem animal, sendo potenciais fontes de patogenos. Por
esse motivo, metodologias livres do uso de camada alimentadora e de componentes de origem

animal t€m sido desenvolvidas (RAYMEN & WILLIAMS, 2010).



2.2 Caracterizacio das células-tronco embrionarias humanas

Ap6s o estabelecimento da primeira linhagem de CTEh, diversos laboratérios ao redor
do mundo conseguiram derivar suas proprias linhagens. No entanto, as variacdes na derivacao,
na qualidade dos embrides, na fase de desenvolvimento no momento da derivagdo ¢ manutengio
e passagem das culturas podem acarretar diferencas nas linhagens estabelecidas (HOFFMAN
& CARPENTER, 2005). Por isso, é fundamental estabelecer protocolos especificos, rapidos e
confidveis para a caracterizacio das CTEh (MARTI et al., 2013). Apenas dessa forma sera
possivel comparar de forma imparcial e objetiva os resultados obtidos com as diferentes
linhagens (ALLEGRUCCI & YOUNG, 2007). Assim, quando uma linhagem de CTEh ¢
estabelecida ou adquirida ¢ fundamental realizar a caracterizacdo a fim de demonstrar a
identidade e pluripoténcia dessas células.

O Forum Internacional de Células-tronco (International Stem Cell Forum) foi fundado
por pesquisadores de todo o mundo em 2003 para promover uma colaboracdo internacional que
tem como objetivo principal padronizar boas praticas globais e acelerar os avancos nos estudos
com células-tronco. Entre os trabalhos desse grupo, esta o projeto The International Stem Cell
Initiative que surgiu com o objetivo de estabelecer um conjunto de normas para a caracterizagao
das linhagens de CTEh. Para identificar as caracteristicas comuns das CTEh, o grupo coletou o
maximo possivel de linhagens e realizou um conjunto basico de estudos de caracterizagdo em
condicdes definidas. Para esse projeto, foram estudadas 75 linhagens de CTEh em 17 diferentes
laboratérios em 11 paises membros do grupo. Os resultados dos estudos apontaram que todas
as linhagens apresentam um notavel grau de semelhanga fenotipica e possuem um conjunto de
marcadores que representam indicadores confiaveis de identidade dessas células (LENSCH &
DALEY, 2007; THE INTERNATIONAL STEM CELL INITIATIVE, 2007;
INTERNATIONAL STEM CELL FORUM).

O Forum Internacional de Células-tronco também criou o International Stem Cell
Banking Initiative (ISCBI), que visa criar uma rede global de bancos de células-tronco e
promover as boas praticas nos estudos e compartilhamento das células (INTERNATIONAL
STEM CELL FORUM). Os testes recomendados pelo Forum Internacional de Células-tronco
sdo requisitos para uma linhagem de CTEh fazer parte do ISCBI. Os testes realizados sdo:
analise de pluripoténcia, de diferenciacao in vitro e in vivo, analise cariotipica, determinacao da

identidade celular por DNA (deoxyribonucleic acid/ acido desoxirribonucleico) fingerprinting
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e analise de HLA (human leukocyte antigen/ antigeno leucocitdrio humano), além de testes
microbiologicos (CROOK et al., 2010).

Os testes de pluripoténcia frequentemente empregados sdo a analise da morfologia das
coldnias de CTEh, a atividade da fosfatase alcalina, imunofluorescéncia dos marcadores de
pluripoténcia e RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) dos genes de
pluripoténcia. Em relagdo a avaliacdo da morfologia das coldnias no estado indiferenciado, ¢
importante observar que as colonias apresentam diferencas dependendo do substrato. Quando
se usa MEFs, podem-se observar duas morfologias distintas com relagdo a densidade das MEFs.
No caso de estarem em alta densidade de células por cm?, as colonias tendem a ser densas e
com bordas bem delimitadas. Em baixa densidade, as col6nias tendem a ser achatadas ¢ as
células individuais apresentam nucléolo proeminente. Porém, em ambos os casos, as colonias
apresentam-se indiferenciadas e com todas as caracteristicas de CTEh (BRESAGEN, 2004). A
morfologia das colonias com diferenciacdo espontinea ¢ claramente diferente, podendo
apresentar varias formas. Essas colonias podem perder a borda delimitada e as células na parte
interna das colonias podem empilhar-se tornando a regido interna grossa e opaca (AMEEN et
al., 2008).

Outra avaliacdo de pluripoténcia importante ¢ a atividade da fosfatase alcalina. Apesar
da ocorréncia de diferentes tipos dessa enzima em varios tecidos, a fosfatase alcalina placentaria
humana (human placental alkaline phosphatase - hPLAP) ¢ relacionada a pluripoténcia. A
detecgdo € possivel devido a capacidade da enzima em alterar a conformacdo de um reagente
colorimétrico de um estado solavel para um precipitado (MARTI er al., 2013). Considerando
os marcadores de pluripoténcia das CTEh, o projeto The International Stem Cell Initiative
documentou a expressao uniforme dos varios antigenos de superficie (SSEA3, SSEA4, TRA-
1-60 ¢ TRA-1-81, entre outros) e um elevado grau de correlacdo entre a expressdao dos genes
NANOG, OCT4, TDGF, DNMT3B, GABRB3 ¢ GDF3 nas linhagens estudadas. Os autores
concluem que esses antigenos e genes representam um conjunto basico de indicadores que
definem as CTEh (LENSCH & DALEY, 2007). No entanto, ainda ndo se chegou a um consenso
quanto a um painel de marcadores fenotipicos definitivos (BROSNAN et al., 2013). De acordo
com o projeto The International Stem Cells Initiative, para definir os marcadores fenotipicos
universais para as CTEh, seria necessario padronizar as condi¢cdes de culturas entre os
laboratérios. Dessa forma, definir e entender profundamente a caracterizacdo dessas células
permanece sendo um grande desafio.

O passo seguinte a confirmag@o do estado pluripotente de uma linhagem sdo os testes

de diferenciagdo celular, realizados por meio da avaliacdo do potencial de diferenciagdo das
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CTEh em células derivadas das trés camadas germinativas do embrido. Esses testes podem ser
realizados in vitro ou in vivo. Atualmente, ha debates em relacdo a necessidade de usar o teste
in vivo, além do in vitro, para confirmacdo da capacidade de diferenciacdo das células, pois
evitaria o sacrificio de camundongos (MARTI et al., 2013). Para o teste de diferenciagdo in
vitro, sdo colocadas CTEh em placas ndo aderentes, na auséncia de inibidores de diferenciagio.
Assim, as células tendem a se agregar e diferenciar, resultando na formacdo de corpos
embrioides. Durante a diferenciacdo, os corpos embrioides sofrem uma transformacao
morfologica ¢ passam a expressar marcadores celulares das trés camadas germinativas
embrionarias, embora, ndo apresentem padrdes de organogénese (ITSKOVITZ-ELDOR et al.,
2000). O teste in vivo, por sua vez, consiste em injetar as CTEh em camundongos
imunodeficientes. As células deverdo se proliferar e diferenciar no local onde foram injetadas
e, ao final do processo, originar um teratoma. O teratoma ¢ um tumor com diversos tecidos
derivados das trés camadas germinativas. Apds a formacdo do teratoma, as diferenciagdes
devem ser confirmadas por imunofluorescéncia para os marcadores de diferenciagio (MARTI
etal.,2013).

A analise do caridtipo € necessaria para avaliar a integridade do conjunto cromossdmico
dessas células. A técnica baseia-se na paralisacdo da divisdo das células na fase de metafase.
Existem analises mais complexas como caridtipo espectral (Spectral karyotyping - SKY), que
utiliza corantes fluorescentes que se ligam a regides especificas do cromossomo, aumentando
muito a resolugdo e detecgdo de anormalidades (MARTI ef al., 2013). O DNA fingerprinting ¢
a analise isotipica de HLA sd3o técnicas necessarias para identificar a linhagem. O DNA
fingerprinting é baseado na amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) de regides
altamente polimorficas com repeti¢des curtas de sequéncias de DNA que, ap6s a eletroforese,
apresentam um padrdo de bandas que identifica a linhagem. Outra forma de identificag@o ¢ por
analise isotipica de HLA, no qual os locos HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1 ¢ HLA-DQBI1 séo
tipados por PCR (MARTI et al., 2013). Por fim, devem ser realizados testes microbiolégicos
para identificag@o da presenca de bactérias, fungos e leveduras, além de PCR para micoplasma,

para garantir que a linhagem esteja livre de contaminantes (MARTI et al., 2013).
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2.3 A linhagem H9

Em um levantamento quanto as linhagens estabelecidas de CTEh e seu uso, constatou-
se que as linhagens H9 e H1, ambas derivadas pelo Instituto de Pesquisa WiCell, sdo as mais
utilizadas em estudos, predominando a linhagem H9 (LOSER et al., 2010). Provavelmente, esse
fato ocorre devido a essas linhagens terem sido as primeiras a serem derivadas em 1998 por
Thomson e colaboradores. A linhagem H9 foi derivada a partir de embrides doados por clinicas
de fertilizagdo in vitro. Os embrides foram cultivados até o estagio de blastocisto e,
posteriormente, as massas celulares internas foram isoladas. Ao final do processo, cinco
linhagens foram estabelecidas: H1, H7, H9, H13, e H14 (THOMSON, 1998).

A linhagem H9 apresentou um cariotipo normal XX, que se manteve normal em cultivo
durante oito meses e submetida durante esse periodo a 32 passagens, sendo, ao final,
criopreservada (THOMSON et al., 1998). Em 2010 essa linhagem foi novamente aprovada pelo
National Institutes of Health (Instituto Nacional de Satde dos Estados Unidos) para continuar

sendo usada (WICELL, 2010).

2.4 Desvantagens do uso de células-tronco embrionarias humanas

Apesar de todas as vantagens relacionadas ao uso de CTEh para o desenvolvimento de
protocolos de pesquisas, deve-se considerar que o uso dessas células também apresenta algumas
desvantagens. Uma desvantagem do uso das CTEh seria a baixa taxa de derivagcdo obtida a
partir do uso de embrides humanos, sendo necessario um grande nimero de embrides para a
obtencdo de uma unica linhagem (BRYJA ef al., 2006). Também pode ser considerado como
desvantagem o alto custo para a manuteng@o dessas células, uma vez que os meios de cultura e
suplementos utilizados em geral sdo obtidos em pequena quantidade e alto valor. Em relacao
ao uso em protocolos clinicos, uma desvantagem das CTEh ¢ o potencial de rejeicdo dos
transplantes. Apesar das CTEh expressarem baixos niveis de antigenos HLA de classe I,
conhecido como complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility
complex class I - MHC-I), com a diferenciagdo ha um aumento moderado na expressdo do
MHC-I. Esse aumento pode ser progressivo, ativando o sistema imunoldgico do receptor por
meio do reconhecimento aloantigénio. Como alternativa para contornar o problema da rejeigao,
autores sugerem a criagdo de um banco de linhagens de CTEh com representagdo da diversidade
genética da populagdo para haver isotipos correspondentes com os pacientes (DRUKKER et

al., 2002; YANG et al., 2013).
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Outra grande repercussdo que emergiu com o estabelecimento das CTEh foram os
debates éticos quanto a obtencao das linhagens. Essa questdo deve-se ao fato que no processo
de derivacao das CTEh o embrido ¢ destruido. Esse debate levou muitos paises a normalizarem
ou proibirem as pesquisas com CTEh. No Brasil, ha um grande numero de embrides congelados
que certamente serdo descartados. O descarte desses embrides, ao invés de usa-los nas
pesquisas, seria um desperdicio (PRANKE, 2004).

O Brasil regulamentou o uso de embrides humanos com a Lei de Biosseguranca (Lei
11.105), de 24 de marco de 2005. A lei permite a utilizagdo de CTEh obtidas de embrides
produzidos por fecundagdo in vitro e ndo transferidos para o utero para fins de pesquisa ¢
terapia, desde que os embrides sejam invidveis ou estejam congelados ha trés anos ou mais.
Entende-se como “embrides inviaveis” aqueles com alteragdes morfologicas, com auséncia de
clivagem e comprometimento de seu desenvolvimento, o que impede a sua transferéncia para
o utero materno. Também ¢ exigido o consentimento dos genitores e a submissao dos projetos
a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). A lei proibe a clonagem, incluindo,
assim, o uso dos embrides na clonagem terapéutica (BRASIL, LEI N° 11.105, 2005). Assim,
foi permitido ao Brasil estabelecer suas proprias linhagens de CTEh representantes da sua

populacdo, passo fundamental para consolidagdo desses estudos no pais.

2.5 Alternativas ao uso das células-tronco embrionarias humanas

Recentemente, novas formas de obteng@o de linhagens de células-tronco pluripotentes
surgiram como alternativas para contornar os problemas éticos e de histocompatibilidade das
CTEh. No entanto, at¢ o momento, nenhuma concilia plenamente as questdes éticas e os
interesses cientificos (VENTURA-JUNCA et al., 2009). As células-tronco pluripotentes
induzidas (CTPi, do inglés iPS cells - induced pluripotent somatic cells ou induced pluripotent
stem cells) e as CTEh partenogénicas sdo duas dessas novas estratégias estudadas.

As CTPi sdo derivadas a partir de células somaticas reprogramadas com indutores que
sdo conhecidamente responsaveis pela manutenc¢do da pluripoténcia e auto-renovacgao, tornando
as células indiferenciadas, como as CTEh. Os indutores de pluripoténcia em células humanas
sdo os fatores de transcricdo Oct3/4, Sox2, Nanog, e Lin28. Esses genes sdo inseridos nas
células somaticas por meio de transdugdo retroviral ou via plasmideos por eletroporacao (YU
et al., 2007). As CTPi apresentam os marcadores de superficie e expressdo de genes que

caracterizam as CTE e s@o capazes de diferenciar em derivados das trés camadas germinativas.
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As principais vantagens desse método sdo o contorno das questdes €ticas e a possibilidade de
realizar transplantes autdlogos, ndo havendo risco de rejeicdo. Entre os pontos contra destacam-
se a falta de clareza na determinacdo do papel de cada fator nos mecanismos de reprogramacao
celular, o ndo conhecimento das alteragcdes epigenéticas, a falta de protocolos padronizados, a
utilizagdo de transdugdes retrovirais, conhecidos por causarem mutagénese de inser¢do, bem
como o risco de ativag@o de oncogenes pelos fatores de transcri¢do. Além disso, ha as possiveis
consequéncias negativas na eficacia e a seguranca do CTPi em relag@o as alteragdes genético-
epigenéticas que as células somaticas iniciais do genoma podem ter sofrido durante a vida do
doador, devido a vérios fatores, como idade, predisposi¢do ¢ estilo de vida. Também nio ¢
possivel utiliza-las para o tratamento de doengas genéticas no caso de transplantes autdlogos
(PAPPAS & YANG, 2008).

As CTEh partenogenéticas sdo geradas a partir de um método, in vitro, que mimetiza a
onda de célcio induzida pela fertilizacdo do espermatozoide no odcito desencadeando as
clivagens e o desenvolvimento embrionario (BREVINI et al., 2008). As CTE partenogenéticas
sdo capazes de diferenciar em derivados das trés camadas germinativas como as CTE. Como
embrides partenogénicos em mamiferos rapidamente morrem depois de implantados no utero,
sendo inviaveis, ndo ha controvérsias éticas. Além disso, eles sdo homozigotos, expressando
apenas um conjunto de antigenos de histocompatibilidade e, assim, ha menor risco de rejeicao
nos futuros transplantes (LIN et al., 2007). Por outro lado, estudos indicam que a falta dos genes
paternos pode gerar instabilidade intrinseca nos controles de proliferacdo e diferenciagao,
gerando tumores. Outra desvantagem da homozigose ¢ devido a expressdo de genes recessivos
prejudiciais (BREVINI et al., 2011).

Apesar do desenvolvimento de novas técnicas que buscam substituir as CTEh para o
uso na medicina regenerativa, todas sdo muito recentes ¢ necessitam de mais estudos. Ja as
CTENh, apesar dos questionamentos éticos ¢ problemas referentes a histocompatibilidade, sdo
estudadas ha mais tempo e suas técnicas estdo sendo cada vez mais aperfeigoadas na busca por
uma padronizacdo em relacdo a seguranga ¢ qualidade das culturas (PAPPAS & YANG, 2008).
As CTEh continuam sendo uma importante ferramenta de pesquisa e até mesmo necessarias
como modelo comparativo em relagdo as novas técnicas, além de permanecer sendo
consideradas promissoras para o desenvolvimento de terapias regenerativas (ANDREWS,

2009).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral
- Caracterizar a linhagem H9 de células-tronco embrionarias humanas para estudos futuros em
experimentos com biomateriais produzidos com nanotecnologia visando & medicina
regenerativa.

3.2 Objetivos especificos
- Verificar a morfologia da colonia e a atividade da fosfatase alcalina.
- Confirmar a normalidade cromossomica apos estabelecimento do cultivo.
- Avaliar a presenca e expressao de marcadores de pluripoténcia para CTEh.
- Analisar o potencial de diferenciacdo nas trés camadas germinativas in vitro.

4 Materiais e métodos

4.1 Obtencao da linhagem H9 de células-tronco embrionarias humanas

A linhagem a H9 foi obtida por meio do Laboratério Nacional de Células-tronco

Embrionarias (LaNCE) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O LaNCE foi criado
em 2009 com o objetivo de produzir e distribuir CTEh certificadamente livres de micoplasma
e anormalidades cromossomicas.

4.2 Aspectos éticos

O projeto para o trabalho com a linhagem H9 foi submetido e aprovado pela Comissdo

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). Namero de identificagdo: 15812.

4.3 Preparo da placa de cultura com gelatina

As placas de cultura de 100 mm de didmetro utilizadas para o cultivo das MEFs foram

pré-tratadas com soluc@o aquosa de gelatina a 0,1% (w/v), para garantir maior aderéncia celular.
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Foram adicionados 3 mL de solugdo de gelatina em cada placa, apos 20 minutos a gelatina foi

retirada e as placas foram armazenadas para uso posterior.

4.4 Preparo da placa com fibroblastos embrionarios murinos

No dia anterior ao repique ou descongelamento das CTEh, foram preparadas placas de
cultivo com MEFs pré-tratadas com mitomicina C (Sigma). Para tal, 6 x 10° MEFs,
criopreservados foram descongelados em banho-maria e seu conteudo passado para um tubo
conico de 15 mL contendo 9 mL de meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), baixa
glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50 U/mL de penicilina e 50 pg/mL de
estreptomicina (Sigma). Posteriormente, as células foram centrifugadas a 300 x g por 7 minutos
e o sobrenadante desprezado. O pellet foi resuspendido em 5 mL de meio de cultura, sendo
adicionado a uma placa de cultura de 100 mm de didmetro pré-tratada com solucdo aquosa de
gelatina. Ao final, a placa foi incubada a 37°C em incubadora celular contendo 5% de CO; na

atmosfera e 95% umidade.

4.5  Descongelamento e cultivo das células-tronco embrionarias humanas

O tubo com CTEh criopreservado foi descongelado em banho-maria e seu contetido foi
transferido para um tubo conico de 15 mL com 9 mL de meio de cultivo de CTEh, composto
de DMEM/F-12 suplementado com 20% Knockout Serum Replacement (KSR), 50 U/mL de
penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina (Sigma), 0,1 mM de aminoacidos ndo-essenciais
(Sigma), 50 pM de B-mercaptoetanol (Sigma) e 2 mM de Glutamax (Life Technologies).

Posteriormente, as células foram centrifugadas a 300 x g por 7 minutos e o sobrenadante
desprezado. O pellet foi resuspendido em 5 mL de meio de cultura, sendo adicionado a uma
placa de cultura de 100 mm de diametro contendo uma monocamada de MEFs. Ao final, foi
adicionado ao meio 10 mM de Y-27632 (Santa Cruz Biotechnology) e FGF2 (4 ng/mL)
(Invitrogen) e, entdo, colocada na incubadora celular. Ap6s 48 horas, o meio foi trocado e
seguiu-se a troca didria de meio at¢é o momento em que se formaram colonias aptas para a
primeira passagem. O FGF2 foi adicionado a cada troca de meio ou passagem, € o Y-27632

somente apos as passagens. As demais passagens foram feitas a cada 6 ou 7 dias.
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4.6  Remocio das colonias em diferenciacio e passagem das culturas

As passagens foram realizadas de forma mecanica, utilizando uma agulha de insulina
para cortar as colonias e MEFs de maneira a formar um “xadrez” na placa. Apds, o meio de
cultura foi removido e adicionado 3 mL de tampao fosfato-salino (phosphate-buffered saline -
PBS), incubando por 3 minutos a 37°C. Passado o tempo, o PBS foi removido e adicionado
meio de cultura novo previamente aquecido. Os fragmentos de colonias foram desprendidos da
placa com o auxilio de uma espatula (Cell Lifter, TPP). Apos isso, os agregados de células
foram passados para novas placas previamente prontas com MEFs e meio de cultura, sendo
incubadas novamente na incubadora celular. Para o inicio dos testes de caracterizagdo, além de
ser cultivadas quantidades suficientes de CTEh, foram utilizadas culturas que atingiram pelo
menos a quinta passagem. Quando regides de diferenciagdo na cultura de CTEh foram
observadas ao microscopio, essas por¢des foram removidas mecanicamente antes da realizacdo
das passagens. O procedimento ocorria sob visualizagdo no microscopio, com a remoc¢ao das

regides em diferencia¢do usando uma seringa de insulina com agulha.

4.7  Ensaio de contagem cromossdomica

Para o ensaio de contagem cromossdmica, removeu-se o meio de cultivo da placa
contendo as células a serem tratadas e foi adicionado o meio DMEM/F-12, KSR (20%), FGF2
(4 ng/mL), Demecolcine (0,5 pg/mL), sendo incubado por 1 hora. Apos, o meio foi removido
e a placa lavada com tampao PBS. Posteriormente, foram adicionados 4 mL de solucdo de
tripsina-EDTA (0,25%), deixando-se atuar por 5 minutos. Depois, a tripsina foi neutralizada
com meio contendo soro e as células foram centrifugadas por 5 minutos a 300 x g. Em seguida,
o sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em 1,5 mL de PBS. No proximo passo,
foram adicionados 10 mL de solugdo hipotonica de 0,075 M de KCl, deixando-se atuar por 15
minutos. As células foram centrifugadas por 5 minutos a 300 x g e, ao final, o sobrenadante foi
removido, deixando um residuo de 1 mL junto com o pellet. A fixacdo foi feita adicionando 10
mL de metanol/acido acético glacial (3:1) seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 300 x g,
depois desprezando o sobrenadante, mas deixando 1 mL junto com o pellet. Esse passo foi
repetido mais 2 vezes e, ao final da segunda vez, o pellet foi ressuspendido em 1 mL do fixador
deixado no tubo. Entdo, adicionaram-se 3 gotas da solucdo, que foi ressuspendida, em cada

lamina, a uma distancia de 10 cm, deixando-se secar a temperatura ambiente e posteriormente
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corando-se com Giemsa. Ao final, as laminas foram levadas ao microscopio Otico e 20

conjuntos cromossdmicos em metafases foram contados.

4.8 Ensaio da atividade da fosfatase alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina foi realizada com o kit de deteccao Alkaline
Phosphatase Live Stain (Life Technologies), seguindo as instru¢des do fabricante. O
procedimento iniciou com a remoc¢do do meio de cultura da placa seguido de trés lavagens com
DMEM/F-12 previamente aquecido. O substrato do kit foi diluido em DMEM/F-12 e a solugao
incubada por 30 minutos em incubadora celular. Ao final da incubacdo, o meio foi removido e
lavado duas vezes com DMEM-F12, deixando-se atuar por 5 minutos em cada lavagem. Ao
final, adicionou-se DMEM/F-12 novo a placa e a amostra foi analisada em microscopio de

fluorescéncia.

4.9  Ensaio de imunofluorescéncia para os marcadores de pluripoténcia

Para a identificacdo dos marcadores celulares tipicos das CTEh, OCT4, SOX2 e TRA-
1-81, foram feitas imunofluorescéncias com os anticorpos primarios especificos. Para o Sox2
foi utilizado o anticorpo anti-Sox2 (Chemicon) e o anticorpo secundario anti-IgG de coelho
conjugado com Alexa Fluor® 568 (Life Technologies). Para o Oct4 foi utilizado o anticorpo
anti-Oct4 (Santa Cruz Biotechnology) e o secundario anti-IgG de camundongo conjugado com
Alexa Fluor® 488 (Life Technologies). Ja para o TRA-1-81, foi utilizado o anticorpo
monoclonal de camundongo conjugado com Alexa Fluor® 647 (BD Biosciences).

O procedimento iniciou-se com a passagem das CTEh da placa de cultura de 100 mm
para placa de 24 pocos, sendo cultivadas até a formacdo de colonias em niimero e qualidade
suficientes para o ensaio. Um dos pogos foi utilizado como controle negativo. Apos a remogao
do meio de cultura e lavagem com tampao PBS, as células foram fixadas com paraformaldeido
a 4% por 20 minutos, sendo realizadas mais duas lavagens com PBS. Em seguida, as células
foram bloqueadas e permeabilizadas em solugdo de PBS contendo 1% de albumina sérica
bovina e 0,1% de Triton X-100 por 30 minutos. Apos esse procedimento, os anticorpos
primarios foram diluidos (1:200) na solucdo de bloqueio e permeabilizacdo e adicionados aos
pocos da placa, sendo incubados a temperatura ambiente por 1 hora. Nao foram colocados
anticorpos primarios no controle negativo. Apos, todos os pogos foram lavados 3 vezes com

PBS ¢ incubados com anticorpos secundarios (1:300) conjugados com fluorocromos por 30
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minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. No caso da imunofluorescéncia do TRA-1-
81, o anticorpo secundario ndo foi adicionado. Em seguida, a marcacdo do nucleo celular foi
realizada com adigd@o de solucdo de DAPI em todos os pocgos, deixando por 3 minutos, seguido
de 3 lavagens com PBS. Ao final, foi adicionado PBS nos pogos e foram analisados em

microscopio de fluorescéncia.

4.10 Expressao dos genes de pluripoténcia

Através do RT-PCR foi verificada a expressdo dos genes OCT4, SOX2, REX] e NANOG
para a confirmagdo do fenotipo das CTEh. A B-actina (ACTB) foi utilizada como controle

endogeno e foi feito um controle negativo por reagdo.

4.10.1 Extracido de RNA

Para a extracdo de RNA (ribonucleic acid/ acido ribonucleico), uma amostra de CTEh
cultivada foi separada em um microtubo ap6s o procedimento de passagem. O microtubo com
a amostra foi centrifugado por 5 minutos a 300 x g e o sobrenadante foi removido. Apds foi
adicionado 1 mL de reagente TRIzol (Life Technologies), para a lise das células. Apos, foi
adicionado 0,2 mL de cloroférmio, seguido de agitag@o e incubag@o a temperatura ambiente por
3 minutos. Em seguida, o microtubo foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante passado para um novo microtubo. No passo seguinte, foram adicionados 0,5 mL
de isopropanol e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de centrifugacio
a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
1 mL de etanol (75%), sendo, posteriormente, centrifugado a 7500 x g por 5 minutos a 4°C. Ao
final, o sobrenadante foi descartado e foi deixado o pellet secar por 10-15 minutos a temperatura
ambiente. O pellet foi ressuspenso em 30 pl. de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC).
A quantificagdo do RNA extraido foi feita utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop 2000

(Thermo Scientific).
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4.10.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi realizada a reagdo com o kit M-MLV Reverse Transcriptase
(M-MLYV RT) (Invitrogen). Na reacgdo foi colocado em microtubo um volume total de 20 pL,
contendo 3 ug de RNA extraido, 150 ng de iniciadores (primers) randomicos, 10mM dNTPs
(deoxynucleotide triphosphates/ desoxinucleotideo trifosfatos) e agua ultrapura completando o
volume. A mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos e, rapidamente, resfriada em gelo. Em
seguida foram adicionados 4 pL. de tampdo (5x First-Strand Buffer) ¢ 2 uL 0,1 M de DTT
(Dithiothreitol). O microtubo foi, entdo, incubado a 37°C por 2 minutos. Ao final, foram
adicionadas 200 unidades de M-MLV RT, sendo incubado a 25°C por 10 minutos e depois a

37°C por 50 minutos. A reagdo foi inativada elevando a temperatura a 70°C por 15 minutos.

4.10.3 Reacio em cadeia da polimerase

Para a reacdo de PCR foi utilizado 1pL de cDNA, 1pL de iniciadores senso, 1pL de
iniciadores anti-senso e 17 pL de SuperMix (Invitrogen) contendo 22 mM de Tris-HCI (pH
8,4), 55 mM de KClI, 1,65 mM de MgCl,, 220 uM de cada dNTP e 22 U/mL de Tag DNA
polimerase recombinante. A sequéncia dos iniciadores dos genes de pluripoténcia, temperatura
de anelamento e tamanho dos fragmentos amplificados estdo apresentados no Quadro 1.

A reacdo foi realizada no termociclador Veriti (Life Technologies), iniciando o processo
a 80°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos com os passos de 95°C por 15 segundos, 60°C por
15 segundos, 72°C por 20 segundo e ultimo passo 72°C por 7 minutos.

Ao final, as amostras amplificadas foram aplicadas em gel de agarose 2% com gel red
(Biotium), sendo visualizadas sob luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos foi confirmado

por meio da comparagdo com marcador de peso molecular.
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Quadro 1: Iniciadores utilizados na RT-PCR.

Genes Sentido Sequéncia dos Iniciadores Temp. Fragmento
Anelamento (°C) (pares de base)
OCT4 Senso GTGGAGGAAGCTGACAACAA 58 223
Anti-senso GCCGGTTACAGAACCACACT 60
SOX2 Senso ACGGCAGCTACAGCATGA 59 104
Anti-senso GACGTCGTAGCGGTGCAT 60
NANOG Senso AATACCTCAGCCTCCAGCAG 59 175
Anti-senso CTGGGGTAGGTAGGTGCTGA 60
REX1 Senso TGGAGCCTGTGTGAACAGAA 59 162
Anti-senso GCTCATGTTTITCCTGCCTGT 39
ACTB Senso AGCACAGAGCCTCGCCTTT 60 77
Anti-senso CGGCGATATCATCATCCAT 60

4.11 Diferenciacao in vitro das células-tronco embrionarias humanas

Para determinac¢do de pluripoténcia, foi realizada a indu¢do da formagdo de corpos
embrioides e sua posterior caracterizagdo. Para a formagao dos corpos embrioides, as CTEh
foram repicadas conforme descrito anteriormente e cultivadas em placas de baixa aderéncia
(placas nao tratadas) no mesmo meio usado para manutencdo, porém na auséncia de FGF2.
Apos 4 dias em suspensdo, os corpos embrioides foram coletados e transferidos para placas
cobertas com gelatina (0,1%), e cultivados por mais 10 dias, com trocas de meio a cada 2-3
dias. Ao final do protocolo as células foram lavadas com PBS e fixadas em paraformaldeido
4% por 30 min. Em seguida, foram submetidas a imunofluorescéncia, como descrito
anteriormente para deteccdo de marcadores que correspondam as trés camadas germinativas.
Foi utilizado anticorpo primario policlonal de coelho anti-Sox17 (Millipore) para marcacao de
células derivadas da endoderme.

Para marcacdo de células derivadas da camada ectoderme, utilizou-se o anticorpo
primario monoclonal de camundongo anti-nestina (Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo
priméario monoclonal de camundongo anti-f-I1I-tubulina (Millipore). Para marcacao de células
derivadas da mesoderme, foi utilizado anticorpo primario monoclonal de camundongo anti-a-
actina (musculo liso) (Invitrogen). O anticorpo secundario utilizado em conjunto com os
anticorpos anti-nestina e anti-B-Ill-tubulina foi o anti-IgG de camundongo conjugado com

Alexa Fluor® 488 (Life Technologies). O anticorpo secundario utilizado junto com o anti-
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Sox17 e anti-actina (musculo liso) foi o anti-IgG de coelho conjugado com Alexa Fluor®
568 (Life Technologies).

A diferenciag@o em células de origem mesodérmica foi feita sem a formagao de corpos
embrioides, apenas retirando-se o0 FGF2 do meio e mantendo as células em cultura por 20 dias
com trocas de meio a cada 3-4 dias. Ao final, a cultura foi lavada com PBS e corada com Oil

red O para revelagdo dos vactolos lipidicos.

5 Resultados

Foram realizados trés descongelamentos da linhagem H9, até que fosse possivel o
estabelecimento da cultura. Para isso, no terceiro descongelamento foi utilizado como
suplemento no meio de cultura o composto denominado Y-27632. Esse composto ¢ um inibidor
da enzima Rho quinase, a qual esta envolvida na cascata de ativacdo do processo de apoptose
(KUROSAWA, 2012). Dessa forma, foi possivel evitar que um grande nimero de células
entrasse em apoptose apos o descongelamento, o que possibilitou o sucesso no cultivo. Apds
aproximadamente 2-3 dias de cultivo, foi possivel observar a organizacdo das CTEh em

colonias (Figura 1).

Figura 1 - Morfologia caracteristica de uma colonia indiferenciada de células-tronco
embrionarias humanas cultivada sobre monocamada de MEFs. Aumento de 100x.

Com o controle das passagens, evitou-se que as colOnias crescessem a ponto de
formarem uma monocamada, visto que a confluéncia poderia promover a diferenciagao celular.
Apos 6 a 7 passagens, realizou-se a contagem cromossdmica para verificagdo do nimero 2n nas

CTEh (Figura 2).
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Figura 2 - Cromossomos em metafase com 2n=46. Aumento de 1000x.

Com a observagdo da morfologia caracteristica de CTEh foi realizado o teste para verificagdo
da atividade da fosfatase alcalina (Figura 3), assim como a imunofluorescéncia para os
marcadores de pluripoténcia OCT-4, SOX-2 e -TRA-1-81 (Figura 4). Também foi realizado a
RT-PCR, através do qual foi verificada a expressdo dos seguintes genes de pluripoténcia:

OCT4, SOX2, NANOG e REXI (Figura 5).

Figura 3 - Marcagdo positiva da atividade da fosfatase alcalina. Aumento de 200x.
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Figura 4 - Imunofluorescéncia dos marcadores de pluripoténcia nas coldnias de células-tronco
embrionarias humanas utilizando anticorpos anti-OCT-4 (B), -SOX-2 (D) e -TRA-1-81 (F).
Nucleos marcados com DAPI (A, C, E). Aumento de 200x.
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Figura 5 - Expressao dos genes de pluripoténcia de células-tronco embriondrias humanas por
RT-PCR.
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Também foram realizadas analises de capacidade de diferenciacdo celular, através da
formagdo de corpos embridides, para identificagdo de marcadores referentes as camadas
endoderme e ectoderme. Avaliou-se a marcagdo por imunofluorescéncia para nestina

(ectoderme) e B-III-tubulina (ectoderme) e SOX-17 (endoderme) (Figura 6).
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Figura 6 - Imunofluorescéncia dos marcadores de diferenciagdo das células-tronco
embriondrias humanas. Marcagdo anti-nestina (B) e anti-f-I1I-tubulina (D) e anti-SOX-17 (F).
Os nucleos foram marcados com DAPI (A, C, E). Aumento de 200x.

.

.

Realizou-se, também, a analise referente a capacidade de diferenciacdo das CTEs em

células da camada da mesoderme, sem a formagdo de corpos embridides. Nesse caso, foi
possivel visualizar vacuolos lipidicos caracteristicos de adipocitos, apos 20 dias em

diferenciacdo (Figura 7).

Figura 7 - Diferenciagdo espotanea das células-tronco embrionarias humanas sem formagao
dos corpos embridides. Presenca de vacuolos lipidicos no interior do citoplasma com coloragdo
amarelo-alaranjada indicando diferenciacdo em adip6citos. Aumento de 200x

' l.‘t!.:&w 4 '& \‘-_'
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6 Discussao

As linhagens de CTEh estabelecidas ao redor do mundo possuem grande diversidade
alélica. Esse achado difere do que ¢ observado em relagdo as linhagens de CTE murinas, as
quais sdo derivadas de embrides provenientes de animais endogdmicos, possuindo baixa
diversidade genética. Tal fato faz com que as linhagens de CTEh apresentem-se com grande
variacdo na expressdo de suas caracteristicas de pluripoténcia (CARPENTER et al., 2003;
ABEYTA et al., 2004). Além disso, as condi¢des de cultura também possuem grande influéncia
na expressao das caracteristicas de pluripoténcia. (ALLEGRUCCI & YOUNG, 2007). Apesar
das diferencas entre as linhagens e as metodologias de cultivo, ha caracteristicas que sdo
intrinsecas das CTEh. Sendo assim, comparar os resultados obtidos com outros trabalhos
semelhantes a fim de corroborar o observado reforca a validagdo da linhagem H9 para futuros
estudos na medicina regenerativa. Para isso, foi analisada a morfologia das colonias de CTEh
formadas, a normalidade cromossomica, os marcadores de pluripoténcia, bem como a
capacidade de diferenciacdo das CTEh por meio da formacao de derivados das trés camadas
germinativas.

Ja foi relatado que se pode observar frequentemente diferenciagdo espontanea nos
cultivos das linhagens de CTEh (REUBINOFF et al, 2000). Tal fato foi corroborado no
presente estudo, uma vez que durante a primeira semana de cultivo da linhagem H9 foi possivel
observar a ocorréncia de diferenciagdo em algumas coldnias nas placas de cultura. Entretanto,
apos a quinta passagem observou-se que a frequéncia de diferenciagdo espontanea diminuia
consideravelmente.

As colonias de CTEh cultivadas sobre MEFs apresentaram-se com morfologia
arredondada, aspecto denso e com bordas bem definidas (Figura 1), semelhante ao relatado por
Thomson e colaboradores (1998), quanto a morfologia das colonias da linhagem H9, e
Reubinoff e colaboradores (2000), em relagdo a morfologia das colonias das linhagens HES-1
e HES-2, no qual observou-se que as colonias apresentam forma bem compactadas sobre MEFs
e morfologia semelhante as células encontradas no presente trabalho (Figura 1). Essas
caracteristicas demonstram o estado indiferenciado das CTEh, uma vez que o achatamento das
bordas das colonias indica processo de diferenciagdo (ALVAREZ et al., 2012). A analise da
morfologia foi importante para a manutencdo do cultivo, pois possibilitou a remog¢do das
coldnias que apresentavam indicio de diferenciacao.

A analise citogenética ¢ outro passo de grande importancia para garantir a qualidade de

uma linhagem, visto que em culturas de linhagens somaticas com elevado nimero de passagens
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¢ comum a ocorréncia de mudangas espontaneas no cariétipo (MOORE et al., 1956). Além
disso, tem-se relatado com frequéncia a trissomia do cromossomo 12 e 17 em linhagens de
CTEh, sendo que essas anormalidades cromossdmicas retém a expressao dos marcadores de
pluripoténcia (DRAPER et al., 2004). Rosler e colaboradores (2004) afirmam que a trissomia
do cromossomo 20 ¢ a aneuploidia prevalente na linhagem H9. Na contagem cromossomica
realizada, 80% das metafases apresentaram-se euploides normais, como representado na figura
2. Deve-se observar que para a metodologia empregada, considera-se que as culturas possuem
normalidade cromossomica quando mais de 70% das metafases analisadas apresentam numero
cromossémico normal (NAGY et al., 2009).

Ap6s a confirmagdo da morfologia como caracteristica de CTEh e da citogenética, foi
executada a avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina. Esse teste ¢ rapido e eficaz para
indicagdo de pluripoténcia e frequentemente usado na caracterizagao das linhagens (XU, 2009).
Foi possivel observar a coloracdo verde fluorescente indicando a presenca da atividade da
enzima, como ¢ esperado para as CTEh (Figura 3).

A identificacdo de marcadores especificos de pluripoténcia das CTEh foi avaliada por
imunofluorescéncia e RT-PCR. A andlise por imunofluorescéncia permite monitorar a
expressdo dos marcadores das CTEh junto a morfologia da coldnia, exibindo a localiza¢ao do
antigeno, tornando possivel conferir se a colénia de CTEh apresenta o referido antigeno. A RT-
PCR, por sua vez, ¢ um método alternativo de confirmagdo da presenca dos marcadores de
CTEh que também pode ser usado para reforcar a ocorréncia de um marcador (XU, 2009).

A expressao dos glicolipidios SSEA (SSEA-3, SSEA-4) e dos antigenos de sulfato de
queratano TRA (TRA-1-60, TRA-1-81) e fatores de transcricio OCT4 e NANOG s@o comuns
entre as linhagens CTEh, sendo considerados os critérios gerais para a caracterizacdo dessas
células (HOFFMAN & CARPENTER, 2005). Recentemente, estudos apontam que o grau de
expressdo de um grupo de quatro fatores de transcri¢do de primeiro nivel (OCT4, SOX2, KLF4,
e NANOG) ¢ responsavel por manter a célula em estadgio pluripotente. Esses quatro fatores
coordenam a expressdo de fatores de transcri¢do secundarios (DPP3 ou STELLA, REX1 ou
ZNF42, e GBX2), marcadores de superficie celular (SSEA4) e atividade de enzimas (fosfatase
alcalina e telomerase) caracteristicas de células pluripotentes (ALLEGRUCCI & YOUNG,
2007; PERA & TAM, 2010). No entanto, ainda ndo se pode considerar esse grupo de
marcadores como definitivos para caracterizar uma linhagem como pluripotente, pois o Oct4 e
o Nanog ndo sdo exclusivos de CTEh, sendo o primeiro também encontrado em células

germinativas e o segundo em tecidos diferenciados adultos (HART et al., 2004; NIWA et al.,
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2000). Além disso, ambos possuem pseudogenes, o que dificulta o desenho de iniciadores
especificos que ndo amplifiquem os pseudogenes junto (PAIN et al., 2005).

Apesar das duvidas levantadas quanto a especificidade do Oct4 e do Nanog para
caracterizacdo das CTEh, eles sdo considerados marcadores chave, devido a sua participacao
na manutencdo da pluripoténcia ou inicio do processo de diferenciagdo (AVERY et al., 2006).
Carpenter e colaboradores (2003) afirmaram que os marcadores de superficie Tra-1-81, junto
com o SSEA-4, SSEA-3 e o Tra-1-60 estdo no quadro de marcadores de superficie similares
entre as diversas linhagens de CTEh caracterizadas. No teste dos marcadores de pluripoténcia
para a linhagem H9, os antigenos Oct4, Sox2, TRA-1-81 foram positivos por
imunofluorescéncia, demonstrados pela coloracdo verde no primeiro e vermelho nos dois
ultimos (Figura 4). A RT-PCR mostrou a expressao dos genes de pluripoténcia NANOG, SOX2,
OCT4, REXI e do controle endogeno ACTB (B-actina) (Figura 5). Os resultados da analise da
morfologia, da atividade da fosfatase alcalina, da imunofluorescéncia e do RT-PCR
confirmaram que a linhagem cultivada encontra-se no estado indiferenciado e apresenta os
marcadores caracteristicos de CTEh.

Outro teste de grande importancia para validacao das células ¢ demonstrar a capacidade
das CTEh em gerar derivados das trés camadas germinativas. Para as CTEh o teste definitivo ¢
a formacao de corpos embrioides in vitro ou teratoma in vivo (HOFFMAN & CARPENTER,
2005; ALLEGRUCCI & YOUNG, 2007). Como outros trabalhos ja demonstraram a
capacidade da linhagem H9 em gerar teratomas e ha grupos que acreditam que apenas o teste
in vitro ¢ suficiente para validar as células, optou-se por realizar apenas a formagao dos corpos
embrioides. Além disso, tal metodologia ¢ mais simples e ndo ¢ necessario utilizar animais
(THOMSON et al., 1998; MARTI et al., 2013), visto que testes experimentais cada vez mais
tém sido desencorajados.

As CTEh formam corpos embrioides in vitro na auséncia do supressor de diferenciagdo
FGF2. Durante a diferenciacdo, os genes de pluripoténcia apresentam diminuicdo de sua
expressdo, enquanto os genes de diferenciagdo passam a ser expressos (FGF5, TGFb, b-III-
tubulina, nestina e outros) (ALVAREZ et al., 2012). No caso do teste realizado com a linhagem
H9, apds o processo de diferenciacdo, foi feita a marcagdo com nestina ¢ b-III-tubulina para
ectoderme, Sox 17 para endoderme e actina de musculo liso para mesoderme. O resultado foi
positivo para os marcadores de ectoderme, marcados em verde, e endoderme, marcados em
vermelho (Figura 6). Porém, para a diferenciac¢ao celular em células da camada mesodérmica,
o resultado ndo foi o esperado, apresentando uma coloracao fraca. Esses resultados corroboram

com estudos anteriores, como o de Brimble e colaboradores (2004), os quais demonstraram que
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o processo de diferencia¢do que ocorre nos corpos embrioides gera diferentes fenotipos. Além
disso, esses autores afirmam que esse processo ¢ concomitante com a redugdo da expressao dos
genes Oct4 e Nanog, reforcando a importancia desses dois marcadores na determinagdo do
estado pluripotente.

O teste da diferenciagdo espontdnea em presenga de MEFs e auséncia de FGF2
comprovou a capacidade da linhagem H9 em se diferenciar em derivados da mesoderme, visto
que ao final dos 20 dias de diferenciacdo, vactiolos lipidicos foram visiveis nas células em
cultura por avaliacdo microscopica . Esses vactiolos foram corados com Oil red O para
confirmagdo, apresentando coloragdo amarelo-alaranjada (Figura 7). Devido a presenca dos
vacuolos lipidicos, constatou-se que as CTEh se diferenciaram, entre outros, em adipdcitos,
logo, um tipo celular derivado da mesoderme. Estudos semelhantes foram realizados por
Thomson (1998) e Reubinoff (2000) e seus colaboradores, os quais detectaram nos
sobrenadantes das culturas a presenca de a-fetoproteina e B-subunidade da gonadotrofina
corionica humana por imunoensaio. A a-fetoproteina ¢ um produto derivado da endoderme e
a B-subunidade da gonadotrofina coridnica ¢ derivada do trofoblasto. Reubinoff e colaboradores
(2000) afirmaram que culturas com alta densidade de células e longo periodo de cultivo
promovem a diferenciacdo das CTEh em tipos celulares de diversos tecidos. Esse achado
corrobora com o resultado apresentado no presente estudo em relagdo a diferenciacdo
espontanea em presenca de MEFs. Ao longo dos 20 dias de cultivo, sendo realizada apenas a
troca do meio, as células estavam em grande densidade na placa e sofreram alta diferenciagdo.
Além disso, adipécitos foram identificados, os quais sdo derivados da mesoderme,
comprovando o potencial da diferenciagdo espontanea em derivados das camadas germinativas.

Concluiu-se, entdo, que os testes demonstraram que a linhagem de CTE humanas
utilizada possui as caracteristicas determinantes para sua classificacdo como tal. A proxima
etapa sera a adaptagdo dessas células para o cultivo na auséncia de MEFs, utilizando Matrigel
como substrato, além de estudos futuros de interagdo dessas células com biomateriais, visando

a medicina regenerativa.

7 Perspectivas para o uso das células-tronco embrionarias humanas

O potencial terapéutico do uso das CTE tem se mostrado promissor em estudos

realizados em modelos animais por meio do desenvolvimento de protocolos para tratamento de

diferentes doencas. Porém, a maioria desses estudos esta na fase pré-clinica e ha apenas alguns
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ensaios clinicos com derivados de CTEh realizados (KLIMANSKAY A et al., 2008). Ainda nao
se sabe quais tipos de células cumprirdo a promessa terapéutica e serdo as mais adequadas para
o tratamento de quais doencas. Além disto, os beneficios que as CTEh poderao trazer vao além
do terapéutico, sendo um promissor modelo de pesquisa para estudos de diferenciacdo celular,
desenvolvimento embrionario, farmacologicos, cancer, entre outros (PEREIRA, 2008).

A aplicagdo terapéutica dos derivados de CTEh ainda estd muito longe. Porém os
avangos no desenvolvimento dos protocolos para o uso terapéutico da CTEh e a busca por
equivalentes sdo constantes. No Laboratério de Hematologia e Células-tronco da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, primeiro da regido sul a cultivar
CTEh, pretende-se utilizar as células da linhagem H9 para experimentos com biomateriais

produzidos por nanotecnologia visando a medicina regenerativa.
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