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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (MSCs) séo células com grande potencial de diferenciacdo e estdo sendo recente-
mente introduzidas na clinica para tratamento de varias doencas. Possuem vdrias vantagens incluindo sua estabilidade
fenotipica in vitro.

Ojetivo. isolamento das MSCs de liquido amnidtico, sua expansio e a demonstragdo da sua capacidade de se diferenciar
em células miogénicas e adipogénicas, sem alterar a estabilidade cromossomal em meio de cultura,

Meropos. a fim de avaliar a mudanca funcional destas células, foram avaliados pardmetros bioguimicos nas células
adipogénicas ja diferenciadas e antes da diferenciacio através da dosagem de triglicérides. A diferenciagio em células
musculares foi avaliada comparando os niveis de creatinofosfoquinase - CK, desidrogenase Itica - LDH e aldolase produzidas
por estas células antes e apds diferenciago.

ResuLTADOS. 05 niveis de triglicérides foram significativamente maiores nas células diferenciadas, mostrando ainda a formagao
de granulos intracitoplasmaticos. Todos os outros valores obtidos foram significativamente maiores nas células miogénicas
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INTRODUCAO

As células-tronco sdo definidas como células com grande capacida-
de de diferenciagdo. Durante o desenvolvimento embrionario, as
células-tronco do blastocisto dao origem as células progenitoras que se
tornam progressivamente restritas as células especializadas. As células-
tronco também estdo presentes em tecidos maduros, sendo denomi-
nadas de células-tronco adultas, e também contribuem para o desen-
volvimento pés-natal por substituir células jé diferenciadas que sao
perdidas devido a injuria, apoptose programada ou “turnover” fisiold-
gico'. As células-tronco adultas ndo somente possuem a capacidade
multipotente, como também pluripotente, como foi demonstrado em
trabalhos com camundongos, no qual células-tronco hematopoiéticas
derivadas da medula ssea foram capazes de regenerar tecido muscular
esquelético lesionado quimicamente?. Neste mesmo trabalho também
foi possivel verificar a capacidade dessas células de migrarem da medula
para as regides lesionadas.

As células-tronco mesenquimais (CTM) correspondem a uma
populacdo de células progenitoras multipotentes capazes de atuarem
na hematopoiese e se diferenciarem em tecidos mesenquimais, como
células das linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica®*,
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diferenciadas quando comparadas as ndo diferenciadas.
ConcLusio. os resultados sugerem que estes protocolos podem ser usados para avaliar diferenciacio de células-tronco
em células adipogénicas e miogénicas, € que o liquido amniético pode ser uma fonte para obtencio destas células.

Unimermos: Células-tronco mesenquimais. Liquido amnidtico. Triglicérides. Creatinofosfoquinase (Creatina
quinase). Desidrogenase latica (L-lactato desidrogenase). Aldolase (Frutose-bifosfato aldolase).

Estas células tém sido utilizadas com bastante otimismo na medicina
regenerativa e engenharia tecidual, como o desenvolvimento de células
musculares, regeneracdo hepatica e formacdo de células do sistema
nervoso central’. Aliado a possibilidade de ser possivel isolar e dife-
renciar as CTM em meio de cultura, o uso em estudos clinicos e
pré-clinicos tem demonstrado seu alto poder terapéutico.

Afonte de CTM mais utilizada € a medula dssea, no entanto, como
o nlmero e a capacidade de diferenciacdo destas células diminuem com
a idade, seu potencial terapéutico também declina com o tempo®,
Assim, devido a estas limitacdes, outras fontes de CTM foram
identificadas, sendo possivel isola-las em trabéculas osseas, tecido
adiposo, liquido sinovial, sangue periférico e musculoesquelético®.

Hoje a maioria dos procedimentos clinicos de transplante
de células-tronco tem utilizado como fonte células extraidas de sangue
de corddo umbilical’, o qual, no entanto, tem demonstrado baixa
freqUéncia de células progenitoras mesenquimais®.

Sabe-se que o liquido amnidtico contém mdlttiplos tipos celulares
derivados do feto em desenvolvimento e alguns autores tém demons-
trado que as células de liquido amnidtico expressam genes embrio-
narios como o OCT-4, que é responsavel pelo carédter pluripotente de
células-tronco embrionarias’. Além disso, o liquido amnitico possui
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como vantagem a facilidade de obtencdo, uma vez que a amniocentese
¢ um procedimento utilizado rotineiramente como método de
propedéutica fetal e associa-se a um nimero pequeno de complica-
¢oes. £ também conhecida a proibigao ético-legal da manipulagdo de
células embrionarias, mesmo que com fins terapéuticos.

Assim, este trabalho teve como objetivo o isolamento de CTM em
liquido amnidtico, sua expansdo (multiplicagio) /in vitro, além da
demonstracio da capacidade em se diferenciarem em células com
caracterfsticas adipogénicas e miogénicas, produzindo mediadores
bioquimicos caracteristicos. Desta maneira, a diferenciacdo celular
pode ser evidenciada de forma rapida e reprodutivel. Além disso,
buscou-se avaliar a estabilidade cromossémica das células mesen-
quimais em cultura apés o processo de expansao.

Além disso, foi demonstrado que o liquido amnidtico apresenta-se
como uma nova fonte de CTM com grande potencial de proliferacao
e diferenciacdo, sem interferir no processo de cariotipagem fetal,
podendo ser no futuro a fonte de escolha para a obtencdo destas células
e suas aplicagbes terapéuticas.

MEtopos

Amniocentese

Aproximadamente 5 mL de liquido amniético foram coletados em
cinco gestantes, com indicaco clinica para o procedimento, através de
puncdo de abdome com agulha BD-20G. Antes da pungao foi realizado
procedimento de anti-sepsia com solugdo povidina-iodo tépico e
anestesia local do abdome materno por todo o trajeto da agulha
utilizando-se lidocaina 1% sem vasoconstritor (Astra®).

O procedimento foi realizado apds a obtencdo do consentimento
informado de todas as pacientes e o estudo teve a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Cultura de células

Para obtencdo e cultivo de células mesenquimais, foram testados
dois diferentes meios de cultura, o meio Chang's (Irvine Cientific®)
suplementado com soro fetal bovino e L-glutamina; e o meio
Amniomax (Invitrogen®) com os mesmos suplementos.

Para a realizacgo das culturas, 5 mL de liquido amnidtico foram
centrifugados em tubos cénicos de |5 mL (Corning®) a 1.000 rpm por
8 a 10 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e o precipitado
de células foram ressuspendidos em 5 mL de meio de cultura Chang’s
ou Amniomax. Os tubos conicos foram gentilmente homogeneizados
e seu contelido transferido para frascos T25. Os frascos foram incuba-
dos a 37°C e 5% de CO2 durante 4 a 5 dias. Apds este perfodo foi
realizada a troca dos meios de cultura. Depois de atingirem uma
confluéncia de 80%, as células foram tratadas com tripsina (Gibco®),
e a partir daf foram utilizadas para diferenciacdo ou expansao.

Expansao celular

As células da cultura primaria foram centrifugadas em tubo conico
de I5 mL, ressupendidas em meio Chang's e Amniomax e
replagueadas em frascos de T25, sendo este procedimento repetido
por trés vezes.
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Diferenciacao celular

Para diferenciacdo das células em células adipogénicas, foram
acrescentados ao meio de cultura: dexametasona (I mol/L, Ache®),
teofilina (0,5 mmol/L, Abbott®), insulina (10 mg/L, Sigma®) e
indometacina (200 mmol/L, Merck®). Ja para a diferenciacdo em
células miogénicas foi acrescentado aos meios de cultura DMSO
(Merck®) com concentraco final de 1%vA ou DMSO acrescido de
acido ascérbico na mesma concentracao. As células foram mantidas em
cuttura a 37°C a 5% de CO2. Os meios de cultura com os insumos
foram trocados a cada dois dias.

Cariotipagem

Ao final da quarta passagem, as células obtidas foram novamente
tratadas com tripsina, ressuspendidas, centrifugadas e fixadas com
uma solucdo 3:1 de etanol/acido acético (Merck®). O pacote celular
final foi entdo submetido ao procedimento de cariotipagem com
banda G a fim de avaliar se as divisdes celulares /n vitro provocaram
algum tipo de alteragao cromossomica.

Avaliacao da diferenciacao celular

A diferenciacio em células adipogénicas foi avaliada pela dosagem
de triglicérides pelo método enzimatico colorimétrico utilizando o
aparelho ADVIA 2400 (Bayer®), de acordo com o protocolo do
fabricante. A diferenciacdo em células miogénicas foi avaliada através
das dosagens de creatinofosfoquinase, desidrogenase latica e
aldolase, ambas pelo método enzimatico utilizando o mesmo equipa-
mento e protocolo padrdo.

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica, foi considerado um intervalo de confianca
de 95% e uma diferenca signfficativa se p<0,05. As varidveis quantita-
tivas foram analisadas utilizando-se o teste t para comparacio de
médias de grupos independentes. As andlises foram realizadas através
do programa Sigma Stat'®.

ResuLTADOS

Cultura de célula

Em ambos os meios de cultura (Chang’s e Amniomax), apds cinco
dias de cultivo, foi possivel observar células com aspecto fibroblastdide
aderidas ao fundo frasco T25. Neste periodo, 0 meio Amniomax
mostrou-se mais eficiente por promover uma maior multiplicacio
celular em todas as amostras cultivadas. Apds 10 dias de cultivo, as
células ja se mostravam com confluéncia maior que 80% com aspecto
caracterfstico fibroblastéide (Figura ).

Cariotipagem

A fim de avaliar se a cultura celular induziu alguma alteracao
cromossémica, foi realizada a cariotipagem das células obtidas logo
apds amniocentese e comparada aos resuttados do cariétipo das células
em cultura apds trés passagens. Trés amostras em cultura apresenta-
ram um cariétipo sem alteracdes (duas amostras 46, XY e uma amostra
46, XX), o qual foi compativel com o sexo fetal. Foi observado que uma
das amostras apresentava trissomia do cromossomo 18 (Figura 2A) e
outra correspondia a uma amostra triploide (Figura 2B). Estes
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resultados foram compativeis com os obtidos antes da cultura celular,
mostrando que estas afteragdes numéricas ndo foram induzidas in vitro,
0 que ja era esperado, pelo fato das mulheres submetidas a
amniocentese ja apresentarem condicdes clinicas que justificassem o
procedimento.

Diferenciacao celular

As culturas celulares antes e apds inducdo foram tratadas com
tripsina, ressuspendidas em | mL de tampao Hank's (Gibcoll) e lisadas
mecanicamente através de ultra-som. Em seguida, as células lisadas
foram centrifugadas a 14.000 rpm durante cinco minutos e o
sobrenadante foi submetido as dosagens.

A diferenciacdo em células adipogénicas comegou a ser percebida
apés dois dias de indugdo com os fatores de diferenciacao acima
mencionados. Foi observada mudanca na morfologia das células, as
quais adquiram aspecto arredondado quando comparado ao aspecto
fibroblastdide inicial e um acimulo de granulos intracitoplasmaticos
(Figura 3).

A avaliagdo da diferenciacio adipogénica foi realizada através da
dosagem de triglicérides na cultura de células lisadas. As células pré-
inducdo mostraram niveis indetectaveis de triglicerides. Ja as células
adipogénicas induzidas mostraram niveis significativamente elevados
com média de 129,62 + 8;71 mg/dL (p=0,00).

A diferenciacio em células miogénicas s6 foi obtida em meio de
cultura acrescido do DMSO isoladamente (Figura 4) e foi avaliada
através da dosagem bioquimica de creatinofosfoquinase - CK (37.2 +
13,84 U/L), desidrogenase latica - LDH (379.2 + 240,76 UL) e
aldolase (59.18 £+ 31,96 U/L) As células ndo induzidas mostraram
baixos valores destes analitos: CK (4.6 + 5.94 ULL), LDH (43.2 +
31.96 UL) e adolase (1.34 + 1.16 U/L), quando comparados aos
valores obtidos apds indugdo. Os valores mostram uma diferenca
significativa entre os resultados obtidos nas culturas celulares antes e
apds inducdo (CK: p=0.0013; LDH: p =0.015; aldolase: p =0.0037).

Discussio

Recentemente, varios trabalhos tém sido publicados com o intuito
de identificar, caracterizar e diferenciar células-tronco de fontes diver-
sas. Estes trabalhos tém demonstrado a caracterfstica de pluripoténcia
destas células com potencial terapéutico para tratamento de patologias
tanto intra-Utero quanto apds o nascimento'"'2"3,

A diferenciacio destas células tem sido principalmente demonstra-
da por técnicas moleculares e por ensaios citoldgicos e histoldgicos
utilizando coloragdes especiais como Ol Red e Von Kossa. Entretanto,
em nenhum destes trabalhos foram evidenciadas alteracdes das fun-
cOes bioquimicas das células diferenciadas oriundas de liquido
amnidtico. A importancia do presente trabalho consiste no fato de que
as alteracbes ocorridas nas células diferenciadas foram demonstradas
ndo s& nas suas caracteristicas morfoldgicas, mas essenciamente na
mudanca funcional evidenciada pelas andlises bioquimicas.

Desta forma, cinco amostras de liquido amnidtico foram coletadas e
cuftivadas em meio de cuttura para proliferacdo. As condicées do cultivo
foram padronizadas neste trabalho, no qual se observou que o meio
Amniomax permitiu a obtencdo de um resultado mais eficiente sendo
observado um tempo menor de cultura para confluéncia celular de 80%.
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Figura | - Células-tronco nao diferenciadas cultivadas em meio de cultura

Figura 2A- Cariotipo com Banda G de uma das amostras analisadas em
cultura apds trés passagens mostrando trissomia do cromossomo 18
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Figura 2B - Cariotipo com Banda G de uma das amostras analisadas
em cultura apos trés passagens mostrando triploidia
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Figura 3 - Células adipogeénicas diferencidas. Pode ser observada
a mudanca na morfologia celular no aspecto arrendodado e na
aquisicao de granulos intracitoplasmaticos

Figura 4 - Células miogénicas diferenciadas obtidas em

Nas culturas ndo foram utilizados fatores exégenos de crescimento
como bFGF, aFGF, visto que estes fatores podem levar a possiveis
mutagdes cromossomicas /n vitro. A auséncia de aneuploidias e/ou
poliploidias foi evidenciada através da cariotipagem nas culturas de
quarta passagem. A cariotipagem demonstrou ainda que ndo ocorreu
contaminacdo do material coletado com células maternas, pois em
culturas de fetos sabidamente masculinos, o cariétipo confirmou ploidia
normal e presenca de cromossomo Y.

As condigbes de diferenciacio das células em cultivo em células
adipogénicas foram adaptadas substituindo a isobutil-metil-xantina
(IBMX), comumente utilizada em varios trabalhos'*"> por teofilina,
outro inibidor de fosfodiesterase. Em virtude dos resuftados obtidos,
pode-se considerar a teofilina como possivel substituto para o IBMX.

Neste trabalho procurou-se verificar mudancas bioguimicas nas
células induzidas a diferenciagio adipogénica pela dosagem de
triglicérides. Nas células diferenciadas foi possivel observar a nova
capacidade em produzir triglicérides, caracterizando assim o ganho de
uma nova funcdo, e possivelmente armazena-los sob a forma de
granulos intracitoplasmaticos observados nestas células @ microscopia.
A possibilidade de que este valor obtido seja proveniente do meio de
cultura e outros fatores utilizados na diferenciacdo podera ser descar-
tada, uma vez que todos os suprimentos isoladamente foram subme-
tidos @ mesma dosagem e nenhum valor foi detectado.

Uma nova etapa na diferenciacdo celular foi conduzida com o
intuito de avaliar sua transformacdo em células miogénicas. Para isto,
foram testados os meios de cultura enriquecidos com DMSO e acido
ascorbico, e num segundo momento, apenas com DMSO. Observou-
se que no primeiro caso ndo houve crescimento celular quando
observadas as culturas em |4 dias, mas contrariamente a este resuftado,
a adicdo do DMSO isoladamente ao meio de cultura conferiu um
resultado satisfatorio onde se observou grande confluéncia de células.

A fim de avaliar a mudanca funcional destas células, foram compa-
rados os valores obtidos das células diferenciadas e nao diferenciadas
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para trés analitos: CK, LDH e aldolase. Estas enzimas sao produzidas
especialmente em células musculares. Quando analisadas em conjunto,
elas dao uma idéia da natureza miogénica das células analisadas.

Em todos os analitos dosados foram observadas diferencas signifi-
cativas entre as células pré diferenciacio e células miogénicas, suge-
rindo que o protocolo de diferenciagio padronizado neste trabalho
poderd ser utilizado na obtencdo de células com caracteristicas de
células musculares.

CoNcLusAo

A obtencdo de células adipogénicas e miogénicas in vitro surge
como um fator de grande relevancia e a possibilidade de utilizar o
liguido amnidtico como fonte de obtencio de CTM abre novas
perspectivas de tratamento que poderdo no futuro ser a chave para
0 tratamento e cura de vdrias doengas.
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SUMMARY

ISOLATION, DIFFERENTIATION AND BIOCHEMICAL ASPECTS OF
AMNIOTIC FLUID STEM CELL

The mesenchymals stem cells (MSCs) are cells with the great potential
of differentiation are being introduced in the clinic for treatment of several
diseases. Mesenchymal stem cells have several advantages including the
stability of their phenotype in vitro. Background: isolation of MSCs in
amniotic fluid, its expansion and the demonstration of the capacity of these
cells to differentiate in adjpogenic and miogenic cells, without to change
the chromosomal stability of the MSCs in culture. Methods: in order to
evaluate the functional change of these cells, were gotten values of the
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differentiated adipogenic cells and not differentiated through the dosage
of triglycerides, The miogenic nature of the differentiated cells was
analyzed comparing the creatine kinase - CK; lactic dehydrogenase - LDH
andaldolase produced by the cells. Results: the values oftriglycerides were
significantly higher in differentiated cells, showing intracitoplasmatic gra-
nule form after differentiation. All the biochemical characters were
significantly higher in differentiated miogenic cells. Conclusions: this study
suggests that the standardized protocol of differentiation can be used in
the attainment of cells with characteristics of adjpogenic and muscular
cells, from amniotic fluid. [Rev Assoc Med Bras 2008; 54(6): 489-93]

Ker Worps: Mesenchymals stem cells. Amniotic fluid. Triglycerides.
Creatine kinase. Lactic dehydrogenase (L-lactato desidrogenase).
Aldolase (Fructose-biphosphate aldolase).
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