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RESUMO

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) isquémico € uma das doengas que
mais levam a 6bito no mundo, sendo uma das doengas neuroldgicas que
podem levar a um permanente dano neuronal. O Unico tratamento
aprovado para o0 AVC agudo é a terapia trombolitica intravenosa,
realizada através do ativador de plasminogénio tecidual recombinante
(rtPA), que deve ser administrado ao paciente em no maximo quatro
horas e meia apds a lesdo, restringindo o tratamento a poucos pacientes.
Portanto, é necessario um novo tratamento, como a terapia com células
tronco (CT). Uma fonte de CT promissora € a placenta humana, cujas
CT mesenquimais tem reconhecida agdo imunossupressora e capacidade
de diferenciacdo para fendtipos neurais. No entanto, antes de partir para
uma terapia celular, é necesséario conhecer os mecanismos pelos quais as
CT irdo atuar, como secrecao de fatores e influéncia das mesmas sobre a
biologia de astrécitos e neurbnios de camundongos, que foi o0 objetivo
de nosso trabalho. Para isso, foram realizados experimentos de co-
cultura e a utilizacdo de meio condicionado (MC) de células tronco
mesenquimais de placenta humana (CTMPHSs) derivadas do cérion. O
MC das CTMPHs foi utilizado em diferentes concentragdes (10%, 25%,
50% e 75%) sobre culturas de astrécitos e culturas de astrécitos e
neurdnios de camundongos neonatos, e a co-cultura foi realizada com
CTMPHs sobre culturas de astrécitos e culturas de neur6nio, também de
camundongos neonatos. Ap6s, as células foram fixadas e
imunocitoquimicas para GFAP e B-tubulina Il foram efetuadas. As
células foram contadas e analisadas estatisticamente através do teste
ANOVA de 1 via e 0 p6s-teste de Newman - Keuls. Também realizamos
marcacao para Sytox, afim de verificar a mortalidade celular, em todos
0s experimentos, e em um grupo de culturas de astrécitos que receberam
MC de CTMPHs realizamos o ensaio de MTT para analisar a
viabilidade celular. Pudemos concluir que o MC das CTMPHs e a co-
cultura com as mesmas nao € citotdxico para astrocitos e neurdnios, pois
ndo obtivemos marcac¢des positivas com Sytox, assim como no ensaio
com MTT, em astrécitos que receberam diferentes concentracdes de
MC, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos tratados em
comparacao aos controles. O MC em baixas concentragdes (10% e 25%)
ndo mostrou diferencas em relacdo ao grupo controle, quando analisou-
se a quantidade de células GFAP e B-tubulina Il positivas. Ja em altas
concentragbes (50% e 75%), o MC diminuiu a proliferacdo dos
astracitos (células GFAP positivas) e aumentou a neuronal (células -






tubulina Il positivas). Em relagdo a co-cultura, o resultado foi 0 mesmo.
Também notamos a presenca de neur6nios bipolares, maior no grupo
que recebeu 75% de MC, e um aumento nos prolongamentos neuronais
nos tratados com 50% e 75% de MC e na co-cultura. Juntos, estes
resultados nos permitem concluir que as CTMPHs sdo uma alternativa
eficaz para terapias celulares para o0 AVC ou outras doengas cerebrais.

Palavras - chave: Células tronco do cdrion. Neurogénese. AVC
isquémico. Terapia celular. Astrocitos.






ABSTRACT

The ischemic stroke is one of the most important disease that lead to
death in the world, and one of neurological diseases that can lead to
permanent neuronal damage. The only approved treatment for acute
stroke is the intravenous thrombolytic therapy, performed using
recombinant tissue plasminogen activator (rtPA), that must be
administered to the patient within four hours and a half after the injury,
restricting the treatment to a few patients. Therefore, a new treatment is
required, like stem cell (SC) therapy. A SC promising source is human
placenta, whose mesenchymal SC has recognized immunosuppressive
action and capacity for differentiation to neural phenotypes. However,
before going for a cell therapy, it is necessary to know the mechanisms
by which SC will act, as secretion of factors and their influence on the
biology of neurons and astrocytes of mice, which was the goal of our
work. For this, experiments were carried out using co-culture and
conditioned medium (CM) from mesenchymal stem cells from human
placenta (MSCHP) derived from the chorion. The CM of MSCHP was
used at different concentrations (10%, 25%, 50% and 75%) in astrocyte
cultures and cultures of neurons and astrocytes from neonatal mice, and
co-culture was performed with MSCHP on astrocyte cultures and
cultures of neurons, also of newborn mice. Following, the cells were
fixed and a immunocytochemistry for GFAP and B-tubulina Il were
performed. Cells were counted and analyzed statistically by 1-way
ANOVA test and post-test Newman - Keuls. We also perform marking
to Sytox in order to check the cell mortality, in all experiments, and a
group of astrocyte cultures that received CM from MSCHPs performed
the MTT assay to analyze cell viability. We concluded that the CM of
MSCHP and co-culture with them is not citotoxic to neurons and
astrocytes, as we have not had positive reactions with Sytox, as well as
the MTT assay in astrocytes that received different concentrations of
CM, there was no statistical difference between the treated groups
compared to controls. The CM at low concentrations (10% and 25%)
showed no differences compared to control group, when we analyzed
the number of GFAP and B-tubulina 111 positive cells. Already at high
concentrations (50% and 75%), CM decreased proliferation of
astrocytes (GFAP positive cells) and increased neuronal cells (B-
tubulina 111 positive cells). Regarding co-culture, the result was the
same. We also noted the presence of bipolar neurons, increased in the
group receiving CM 75%, and an increase in neuronal extensions treated






with 50% and 75% CM and co-culture. Together, these results allow us
to conclude that the MSCHP are an effective alternative to cellular
therapies for stroke and other brain diseases.

Keywords: Stem cells from the chorion. Neurogenesis. Ischemic stroke.
Cell therapy. Astrocytes.
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1 INTRODUCAO

1.1 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é uma doenca que traz
grandes mudancas para o individuo afetado e para a familia, sendo uma
das doencas neuroldgicas que podem levar a um permanente dano
neuronal (Zhang, et. al., 2011). O AVC est4 entre as doengas que mais
levam a 6bito no mundo, e no Brasil foram, apenas no ano de 2009,
70.232 6bitos, e no ano de 2010 registrou-se pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) 169.453 internacBes por AVC (Ministério da Salde,
2010).

Dependendo da regido cerebral que foi afetada, o paciente pode
desenvolver deficiéncias motoras, depressdo, perdas sensoriais, de
memoria, da visdo, e hemiplegia (paralisagdo muscular em um dos lados
do corpo, contralateral ao lado onde ocorreu o AVC). Também
acarretara um alto custo médico, sendo um problema global (Zhang et
al., 2011).

O inicio relativamente abrupto de sintomas persistentes ¢ uma
caracteristica marcante do AVC, tais como paralisia ou perda das
sensacOes devido a destruicdo do tecido cerebral. As causas mais
comuns de AVC sdo o rompimento de um vaso sanguineo na pia-mater
ou encéfalo (caracterizando o AVC hemorragico) ou a interrupcdo do
fluxo sanguineo encefalico através de codgulos sanguineos ou pela
formacédo de placas aterosclerdticas (caracterizando o AVC isquémico)
sendo este Ultimo o tipo de AVC mais comum (Tortora & Grabowski,
2006).

1.1.1- Acidente Vascular Cerebral Isquémico

No AVC isquémico, se houver a parada completa da circulacdo
cerebral no local onde ocorreu a isquemia, levard em segundos a
cessacao da atividade elétrica neuronal, e em poucos minutos, provocara
a deterioracdo do estado energético e homeostase idnica. Diminuicédo de
fosfatos de alta energia, falha das bombas i6nicas da membrana, efluxo
de potassio celular, influxo de sédio, cloreto e agua, e despolarizacédo da
membrana ocorrem rapidamente. Se este caos persistir por mais de 5-10
minutos, o dano celular serd irreversivel. No entanto, se a isquemia é
incompleta, o resultado é mais dificil de prever, e é altamente



dependente de uma perfuséo residual (uma pequena quantidade de fluxo
sanguineo que pode persistir no local da lesdo) ou disponibilidade de
oxigénio (Astrup et al., 1981).

Na lesdo cerebral causada por AVC isquémico podem ser
identificadas duas areas, o centro isquémico, onde o fluido sanguineo
local cerebral é drasticamente reduzido, levando a uma hipéxia severa,
comprometendo totalmente as fungdes fisiologicas e resultando na
necrose do tecido afetado. Adjacente ao centro isquémico encontra-se a
area de penumbra, regido onde o fluido sanguineo é suficientemente
reduzido a ponto de causar hipéxia e comprometimento das funcGes
celulares, sem, no entanto, provocar falha irreversivel do metabolismo
energético e necrose (Ginsberg, 2003, Paciaroni et al., 2009), sendo
muitas vezes definido como um tecido vidvel que esta envolvendo o
irreversivelmente danificado centro isquémico (Arsene et al., 2011).

Embora inGmeras pesquisas tenham sido realizadas nos ultimos
anos, o Unico tratamento aprovado para o AVC agudo é a terapia
trombolitica intravenosa, realizada através do ativador de plasminogénio
tecidual recombinante (rtPA), que deve ser administrado ao paciente em
no maximo quatro horas e meia apos a lesdo, demonstrando beneficios
significantes aos mesmos (Paciaroni et al., 2009). No entanto, como o
tempo para administracdo do rtPA é muito curto, ele torna-se inviavel
para muitos pacientes. Novas formas de tratamento para o AVC séo,
portanto, necessarias. Uma alternativa bastante atraente poderiam ser
propostas terapéuticas utilizando as células tronco.

Dados recentes demonstram que animais submetidos a lesdo
isquémica cerebral, apresentaram uma reducdo do volume na area do
infarto, apés o implante de células tronco mesenquimais (CTMSs) na
regido da lesdo (Liu et al., 2009a). Estes dados sugerem um possivel
efeito reparador das CTMs em casos de lesdes do SNC.

12 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DA PLACENTA
HUMANA (CTMPH)

Existem diferentes tipos de células tronco (CT), as embrionarias
(CTE), derivadas da massa celular interna do blastocisto, sdo
totipotentes, pois originam todos os tipos celulares do embrido, e as
células tronco adultas (CTA), ou somaticas, que constantemente repdem
células nos seus tecidos de origem As CT sdo células multipotentes,
capazes de originar varios tipos celulares, e de se autorrenovarem, com
uma habilidade ilimitada de produzir novas descendentes sem perda de
potencialidade. (Miller, 2006).



As CTMs estdo distribuidas em uma variedade de tecidos do
organismo humano adulto, como medula 6ssea, pulmédo, figado e rins.
Além desses tecidos humanos adultos, as CTMs podem ser encontradas
na placenta (Fukuchi, et al., 2004). A placenta é um érgdo temporario
discoide formado durante o desenvolvimento embriondrio, parte
composta por tecidos de origem materna e parte por tecidos de origem
fetal. Ela é composta por um disco coribnico, de onde se estendem as
membranas fetais amnidticas e coribnicas, que mantém o feto na
cavidade amnidtica, e a decidua endometrial (Fukuchi, et al., 2004,
Parolini et al., 2008, Kadam et al., 2010).

A placa coribnica é uma estrutura com varias camadas que esta
adjacente a cavidade amniotica (Figura 1). Ela consiste em duas
estruturas diferentes, a membrana amnidtica (composta de epitélio, uma
camada compacta, mesoderma amniético e uma camada esponjosa) e o
corion (composto de mesénquima e uma regido de proliferacdo
extravilosa de células do trofoblasto).Os vilos se originam da placa
coridnica e ancoram a placenta através da placa basal do trofoblasto e do
endométrio materno. Do lado materno, protrusfes da placa basal com os
vilos coridnicos produzem os septos placentarios, que dividem o
parénquima em cotilédones regulares (Parolini et al., 2008).

Umbilical chord Amniochorionic membrane
Basal plate
Chorionic plate
Myometrium /

lf

Cotyledons v
v Placental septa Villi
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Figura 1 Estrutura da placenta humana.

Além de desempenhar um papel fundamental no
desenvolvimento e nutricdo fetal, a placenta pode também representar
uma reserva de células tronco ou progenitoras (Fukuchi, et al., 2004,



Kadam et al., 2010), sendo o principal drgdo hematopoiético (Alvarez-
Silva, et al., 2003).

Resultados confirmam que estas células derivadas da placenta
humana se assemelham as CTMs, pois tem a capacidade de, quando
induzidas, se diferenciarem em hepatocitos, endotélio vascular,
cartilagem e células semelhantes as neurais, além de expressarem genes
gue as CTMs expressam, como HOXB4, CD34, AC133, flk-1, Tie-2,
GATA-4 e miogenina (Fukuchi, et al., 2004).

As CTMs isoladas da placenta humana (CTMPH) ap6s o parto
apresentam uma série de vantagens em relagéo a outras fontes de CT. O
fato de a placenta ter tecidos de origem fetal pode conferir as CTMPH
uma maior potencialidade em relacdo as CTA. Além disso, a placenta é
um tecido de acesso fécil, ndo sendo necessario nenhum procedimento
invasivo para sua obtencdo, como por exemplo para obtencéo das CT da
medula 6ssea, ndo tendo também a complicacdo ética que as CTE
possuem (Yen et al., 2005).

Atualmente, varios estudos vem sendo feitos utilizando-se
experimentalmente CTs de diversas fontes para tratamento de AVC,
sendo elas CTEs, CTMs derivadas de varios tecidos, como medula
6ssea, tecido adiposo, corddo umbilical e placenta humanos. No entanto,
antes de partir para uma terapia celular, é necessario conhecer as vias
patoldgicas do AVC, bem como os mecanismos pelos quais as CT irdo
atuar, como vias de sinalizacdo e secrecdo de fatores de crescimento
(Smith & Gavins, 2012).

1.3 MICROAMBIENTE CELULAR

O complexo meio composto por células e matriz extracelular ,
bem como as moléculas associadas a cada populacdo de células tronco,
é coletivamente denominado nicho celular (Spradling et al., 2001). A
estrutura fisica do nicho varia entre organismos e entre os tipos de
células tronco, sua composicdo pode variar de uma Unica célula ou tipo
celular, para muitas células de varios tipos (Chen et al., 2013).

A matriz extracelular € um complexo molecular tridimensional
secretado pelas células, que varia na composicdo e diversidade, e tem
como fungdo suportar o metabolismo, a viabilidade celular e realizar
funcbes fisiologicas (Badylak, 2007). Ela consiste em componentes
basicos (como fibronectina, colageno e outras glicoproteinas, acido
hialurdnico, proteoglicanos, e elastinas), e também abriga moléculas
como hormonios e fatores de crescimento (TGF-B, LIF, bFGF, SCF,



FLTK-3 ligante, trombopoetina, CNTF, IL-6 e outros membros da
familia) (Mannello & Tonti, 2007).

Além da sua capacidade de diferenciagdo em Varios tipos
celulares, as CTMs regulam respostas imunes e inflamatdrias, possuem
um efeito reparador atraves da sinalizagdo paracrina, pela liberacéo de
moléculas biologicamente ativas que afetam a migracdo celular,
proliferacdo e sobrevivéncia das células ao redor (Maxson et al., 2012).
Comparando-se as CTMs derivadas da medula 6ssea com as CTMPHs,
nota-se diferencas minimas no fendtipo celular, diferenciacdo e
propriedades imunomodulatérias (Barlow et al., 2008), e assim como as
CTMs de outras fontes, as CTMPHs também sdo imuno-privilegiadas,
gerando uma baixa resposta imunoldgica em enxertos, permitindo o uso
alogénico (Banas et al., 2008).

Estudos demonstram que as células da membrana amniética da
placenta humana secretam varios fatores de crescimento, como EGF,
KGF, HGF, bFGF, e a familia dos TGFs, todos identificados via RT-
PCR e ELISA (Koizumi et al., 2000), fornecendo a estas células as
caracteristicas necessarias para experimentos como co-culturas ou uso
de seu meio condicionado.

1.4 O CORTEX CEREBRAL

O cortex cerebral cobre quase o cérebro humano inteiro, devido
ao Seu enorme crescimento e aumento na sua area superficial durante a
evolugdo dos mamiferos. Ele se forma da regido mais rostral do tubo
neural, o prosencéfalo, que posteriormente se organiza em telencéfalo e
diencéfalo. A regido dorsal do telencéfalo da origem ao cortex, que
compreende o neocdrtex, paleocdrtex e arqueocdrtex (hipotalamo) (Gotz
& Sommer, 2005).

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC)
no periodo pré-natal, o cArtex cerebral comeca a se formar. Neurdnios se
formam de células precursoras que migram radialmente para fora da
zona ventricular para se tornarem ligados via interconexdes sinapticas
em uma complexa rede de circuitos neuronais. Neste processo, estes
neurbnios  prosseguem  através de  maltiplos  estagios de
desenvolvimento, migracdo, extensdo axonal, dendritogénese e
formacdo de sinapses funcionais (Rapoport & Gogtay, 2008; Kilpatrick
etal., 2012).

Outras células presentes no cortex sdo os astrdcitos, que estao
em maior nimero e desempenham varias funcdes, como suporte e



nutricdo dos neurdnios. Astrdcitos em todo o cérebro surgem de glias
radiais, a primeira populacéo celular embrionaria de precursores neurais,
que origina linhagens neurais e gliais durante o desenvolvimento
cerebral. Os corpos celulares das glias radiais residem na zona
ventricular e mantém contato apical com o ventriculo cerebral adjacente.
Elas estendem finos processos radiais de seu soma para a superficie do
cérebro em desenvolvimento, e mantém esse contato apical - basal
durante todo o desenvolvimento. Enquanto o cérebro cresce, e novas
células sdo adicionadas, as células gliais alongam seus processos radiais
e continuam com seu contato apical-basal (Kriegstein and Alvarez-
Buylla, 2009).

O nUmero de astrécitos aumenta dramaticamente nas trés
primeiras semanas pos-natais em camundongos. No cdrtex, uma regido
ndo neurogénica em camundongos pos- natais e adultos, a expansdo de
células gliais ocorre resulta de divisdes simétricas de astrocitos locais
(Geetal., 2012).

Estudos indicam que as caracteristicas funcionais do
processamento de informagdes em neurdnios corticais sdo estabelecidas
muito cedo durante o processo do desenvolvimento, a nivel de célula
precursora, e que j& nesses estagios iniciais do desenvolvimento,
neuronal e glial heterogeneidade estdo prefiguradas, tornando o cortex
cerebral um bom modelo para estudo (Gotz & Sommer, 2005).

De acordo com os dados apresentados ao longo desta
introducdo, realizamos esta pesquisa, pois além de ser necessario outras
formas de tratamento para o0 AVC, como a terapia com CTMPHs,
também é imprescindivel conhecer 0os mecanismos pelos quais estas
células irdo atuar, se serdo benéficas as células do SNC ou citotdxicas e
se promoverdo uma melhora na lesdo, atuando no aumento / diminuigéo
da neurogénese ou gliogénese.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3792351/#B44
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3792351/#B44
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3792351/#B27

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do microambiente produzido pelas células
tronco mesenquimais de placenta humana sobre a biologia de neurdnios
e astrocitos de cdrtex e cerebelo de camundongos neonatos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Avaliar o efeito do meio condicionado de células tronco
mesenquimais de placenta humana na proliferagdo ou
sobrevida de astrocitos de cortex e cerebelo;

Avaliar o efeito do meio condicionado de células tronco
mesenquimais de placenta humana sobre a diferenciagédo
glial e neuronal;

Avaliar o efeito do co-cultivo de células tronco
mesenquimais de placenta humana com astrocitos e
neurdnios sobre diferenciacdo glial e neuronal;

Avaliar o efeito da co-cultura e do meio condicionado de
células tronco mesenquimais de placenta humana sobre a
neuritogénese de neurdnios de camundongos neonatos in
vitro.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PLACENTA HUMANA

As placentas foram obtidas através de colaboragdo com o
Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina
(HU/UFSC), onde pacientes com saude qualificada doaram suas
placentas apds apresentacdo do termo de consentimento, que esclareceu
as doadoras a linha de pesquisa, a seguranca e seriedade com que esta
foi realizada. A placenta foi coletada e armazenada em recipiente estéril,
contendo salina tamponada por fosfato (PBS) e encaminhada para
cultura no Laboratério de Células Tronco e Regeneragdo Celular
(LACERT). Para realizacdo das culturas, foi utilizada apenas a parte
fetal da placenta, na regido coridnica, proxima ao corddo umbilical.
Todos os procedimentos realizados durante este trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos —
UFSC, através do nimero de protocolo 1962/11-CEPSH/PRPG.

3.2 ISOLAMENTO E CULTURA DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS DE PLACENTA HUMANA (CTMPH)

Fragmentos de placenta (aproximadamente 2 cm?) foram
manipulados em placas de Petry, contendo PBS 1X, a fim de remover 0s
fragmentos de corion viloso, deixando apenas a fina camada
correspondente a placa coriénica. Foram removidos 0s vasos sanguineos
e o fragmento de corion foi dissociado manualmente com o auxilio de
uma tesoura. Os fragmentos foram transferidos para um tubo de
centrifuga de 15 ml que continha PBS 1X e 200 ul da enzima dispase
(BD), que foi colocado no banho maria a 37°C por oito minutos.

Ao término dos oito minutos, o tubo contendo os fragmentos
foi centrifugado rapidamente por 20 segundos, o sobrenadante
descartado e os fragmentos foram transferidos para outro tubo de
centrifuga, agora de 50 ml, que continha PBS 1 X e 1 ml da enzima
colagenase 1A (Sigma) e permaneceram durante uma hora no banho
maria a 37°C. Apos, adicionou-se aproximadamente 5 ml de meio de
cultura IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium), suplementado
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com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) e
penicilina/estreptomicina (Gibco), conforme orientacGes do fabricante, a
fim de inativar a enzima colagenase. O conteido do tubo foi filtrado em
um Cell Strainer (BD), que havia sido previamente colocado sob outro
tubo de 50 ml. Adicionou-se 5 ml de meio IMDM (preparado nas
mesmas condi¢des previamente descritas) ao filtrado, que foi transferido
para tubos de 15 ml e centrifugado durante 10 minutos a 1650 RPM.
Acrescentou-se mais 5 ml de meio de cultura e foi novamente
centrifugado, durante 7 minutos a 1200 rota¢des por minuto (RPM).

O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 ml de meio
IMDM suplementado com 10% SBF ao conteudo final no tubo, sendo
entdo homogeneizado e colocado em garrafas de cultura de 25 cm?
(Corning), que ja continham 3 ml de IMDM com 10% de SBF, e
mantidas em estufa imida, a 37°C e ar atmosférico suplementado com
5% de CO,. Ap6s 2 dias o meio de cultura foi trocado e as células ndo
aderidas foram descartadas. A troca do meio ocorreu periodicamente (3-
4 dias), sempre havendo remocdo das células ndo aderentes,
selecionando, assim, as CTMPHSs por sua adesé&o ao pléstico (Figura 2).

Apds duas semanas de cultura, quando a monocamada estava
confluente (80 a 90%), as células aderentes foram retiradas usando
solugdo de tripsina e EDTA, lavadas com PBS e re-plagueadas na
concentracdo de 1x10°células/mL em IMDM suplementado com 10% de
SBF e penicilina/estreptomicina, constituindo assim a passagem 1. As
passagens subsequentes foram caracterizadas pelo mesmo procedimento
de remoc¢do das células aderidas das garrafas de cultura, através da
enzima tripsina. A cada remocdo, foi contabilizada uma passagem, até
atingir a passagem 3. Foram realizadas cinco culturas de CTMPH, uma
para cada experimento, utilizando uma placenta em cada um.
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Dispase— 8 min.

Colagenase- 1h.
Centrifugagao

Centrifugagdo

Figura 2 Desenho esquemdtico ilustrando a cultura de células tronco
mesenquimais de placenta humana.

3.3 ANIMAIS

Para a realizacdo das culturas de astrocitos e neurdnios foram
utilizados 15 camundongos da linhagem C57 black, recém-nascidos (0-
3 dias) e de ambos os sexos. Os animais foram obtidos no Biotério de
nosso laboratério (LACERT) e foram sacrificados por decapitagdo, de
acordo com o cédigo de ética de utilizacdo de animais para pesquisa,
conforme protocolo aprovado pelo CEUA (337) e UFSC
(23080.007341/2005-81).

3.4 CULTURA DE ASTROCITOS

As culturas primarias de astrocitos foram obtidas de cortex
cerebral e cerebelo de ratos neonatos. Ap6s 0s animais serem
sacrificados, com o auxilio de pincas ponta fina e tesouras, os encéfalos
foram retirados da caixa craniana em fluxo laminar, e colocados em
placas de Petry contendo PBS 1X suplementado com 30% de glicose.
Os cerebelos e os cortex foram separados e as meninges retiradas. O
tecido foi picotado e dissociado manualmente com pipeta Pasteur em
PBS-glicose. As células foram centrifugadas, o sobrenadante
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descartado, e ressuspensas em meio de cultura DMEM/F12
suplementado com 10% de SBF. As células foram plaqueadas em placas
de 24 e 75 pocgos, que haviam sido preparadas previamente com poli-
lisina (0,5mg/mL de poli-lisina diluida em PBS), na densidade de 1 x
10° células em 300 ul de meio DMEM/F12 com 10% de SBF, e foram
mantidas em estufa Umida, a 37°C e ar atmosférico suplementado com
5% de CO, (MARTINI, 2013) (Figura 3).

Figura 3 Desenho esquematico ilustrando a cultura de astrdcitos de
camundongos neonatos.

3.5 CO-CULTURA

Apobs confluéncia da cultura de astrécitos do cortex (80 —
90%), o que ocorre por volta de 11 dias, 0 DMEM-F12 com 10% de
SBF foi substituido por DMEM-F12 sem SBF (a substituicdo do meio
com SBF por meio sem SBF se deu para garantir que apds os 14 dias s6
teriamos células astrocitarias, devido aos neurdnios morrerem na
auséncia de soro). Apdés 3 dias, totalizando 14 dias de cultura
astrocitaria, as CTMPHs de cdrion liso (em passagem 3) foram
plaqueadas sobre a monocamada de astrécitos, na densidade de 10*
células, e mantidas em co-cultura durante 4 dias, suplementadas em
DMEM-F12 com 10% SBF.No 18° dia da cultura, as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% para posterior analise imunofenotipica
da influéncia do contato celular entre CTMPHs e células astrocitarias.
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Para a co-cultura com células neuronais, as CTMPHSs foram
plaqueadas no 2° dia da cultura para garantir que houvesse uma grande
guantidade de neurdnios. A co-cultura foi mantida nas mesmas
condi¢Bes mencionadas anteriormente e no 6° dia de cultura (4° dia de
co-cultura) as células foram fixadas com paraformaldeido 4% para
posterior analise imunofenotipica. Todos o0s experimentos foram
realizados em triplicatas e tiveram grupos controle sem a co-cultura.

3.6 MEIO CONDICIONADO DE CTMPH

O meio condicionado utilizado foi o IMDM, nas condi¢fes
previamente descritas, que ficou em contato com as CTMPHs em
cultura durante 3 dias. Na cultura de neurdnios e astrdcitos do cortex,
ele foi adicionado ao meio DMEM F-12 suplementado com SBF no 11°
dia de cultivo, nas concentragdes de 50% e 75% e no 14° dia as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% para andlise imunofenotipica.
Neste experimento, ndo foi retirado o SBF das culturas de encéfalo de
camundongo.

Nas culturas de astrécitos do cortex o experimento foi
realizado nas mesmas condi¢des previamente descritas, no 11° dia foi
retirado o SBF na troca do meio e no 14° dia foi colocado o meio
condicionado (IMDM, nas mesmas condi¢fes anteriormente citadas, que
também esteve em contato com as CTMPHs durante 3 dias) nas
concentracBes de 10%, 25%, 50% e 75%. No 18° dia de experimento, as
células foram fixadas.

Para analisar a viabilidade celular foi realizado o MTT, um
ensaio colorimétrico que mede a atividade celular enzimatica. Para este
experimento, utilizou-se uma placa de 96 pogos,onde do centro até a
periferia do lado esquerdo, se plaqueou células de cortex de
camundongo neonato e do centro da placa até o término do lado direito,
células de cerebelo. O meio condicionado foi adicionado nas
concentracBes de 10%, 25%, 50% e 75% no 14° dia do experimento,
apos as células terem ficado 3 dias sem SBF, que foi retirado na troca de
meio no 11° dia. No 19° dia, 10 ul de MTT foi adicionado a cada 100 pl
de meio de cultura, em todos 0s pocos, e as placas ficaram em estufa
Umida, a 37°C e ar atmosférico suplementado com 5% de CO; pelo
periodo de 3 a 4 horas. Apds, adicionou-se 100 pl de DMSO por pogo,
deixou-se a temperatura ambiente por 20 minutos e mais 10 minutos sob
agitacdo, e entdo foi realizada a leitura no Laboratério Multiusuario de
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Estudos em Biologia através da Multileitora Infinite M200 TECAN.
Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e tiveram pocos
controle que ndo receberam meio condicionado.

3.7 ANALISE MORFOLOGICA E IMUNOFENOTIPICA

As co-culturas e culturas que receberam o meio condicionado
foram fixadas com paraformaldeido 4% e submetidas a
imunocitoquimica onde foram utilizados marcadores especificos para
fendtipos neurais e gliais.

As células foram fixadas durante 30 minutos em temperatura
ambiente, sendo lavadas posteriormente com PBS. Tais células foram
permeabilizadas com Triton X-100 (0,2%) durante 20 minutos e lavadas
3 vezes com PBS Tween (0,1%). Sitios ndo especificos foram
bloqueados com 10% de SBF. Logo ap6s, estas células foram incubadas
durante 1 hora, em temperatura ambiente, com anticorpos primarios
Apds serem lavadas com PBS Tween, as células foram incubadas com
anticorpo secundario, durante 1 hora, em temperatura ambiente.

Para visualizacdo nuclear , as células foram incubadas durante
30 segundos com o corante nuclear 4°,6- diamidino-2-fenilindol
dihidroclorido (DAPI - 1:1000, Sigma). As células gliais foram
identificadas pela presenca da proteina fibrilar acida glial (GFAP- 1:100
- Abcam) e para a identificacdo dos neurdnios, foi utilizado o anticorpo
anti B-tubulina 111 (1:1000 - Promega).

Foram utilizados anticorpos secundarios anti-imunoglobulinas
especificas de camundongo ou coelho, Alexa GAM 488 1gG (1:500 -
Invitrogen), para o primario anti- B-tubulina 111, e Alexa GAR 488 IgG
(1:500 - Invitrogen) para o primario GFAP ligados a fluoresceina
isotiocianato (FITC) ou ao Texas Red (TXRD). A fluorescéncia foi
observada em microscopio de fluorescéncia Olympus BX 40. Os po¢os
foram fotografados, com a objetiva de 40X, onde foram tiradas 20 fotos
por poco de cada marcacgdo anti B-tubulina 111, GFAP e DAPI. Apds, as
células foram contadas, com o auxilio do programa Image J e a
morfologia analisada visualmente.

3.8 ANALISE DA MORTE CELULAR
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Em todos os experimentos, antes da fixacdo com
paraformaldeido, realizou-se em pog¢os de ambas condi¢Bes, controle e
tratado, a andlise da morte celular com Sytox. Aliquotas de Sytox na
concentracdo de 25 uM foram diluidas em 1:100 em meio de cultura
(DMEM - F12 ou IMDM, de acordo com o experimento). Os meios de
cultivo foram retirados dos pocos, que foram lavados duas vezes com
PBS 1X, e apds incubou-se o Sytox, previamente diluido, por 10
minutos & 37°C em estufa Gmida.

Apds, o Sytox foi retirado e 0s pogos novamente lavados duas
vezes com PBS 1X. As células foram fixadas durante 30 minutos com
paraformaldeido 4%, protegidas da luz e a temperatura ambiente. Logo
apos, foram lavadas com PBS 1X (3 lavagens de 5 minutos cada) e
incubadas com DAPI, na concentracdo de 1:1000, novamente lavadas
com PBS 1X e entdo levadas ao microscopio de fluorescéncia Olympus
BX 40 para anélise.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente com o programa
GraphPad Prism 5, onde foi utilizado o teste Anova de uma via e 0 pds
teste de Newman - Keuls para comparar grupos controle com tratado.
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4 RESULTADOS

4.1 MICROAMBIENTE DAS CTMPHS NAO PROVOCA A
MORTE DE NEURONIOS E CELULAS GLIAIS

A analise da morte celular com Sytox foi realizada nos
experimentos de co-cultura (CTMPH em co-cultura com astrocitos, e
CTMPH em co-cultura com neurdnios) e nos experimentos de meio
condicionado de CTMPH (culturas de astrdcitos e culturas de neurdnios
e astrdcitos) e em nenhum dos grupos obteve-se marcacdo de Sytox
(Figura 4), indicando a auséncia de células mortas, ou uma quantidade
insignificante das mesmas, que podem ter sido retiradas durante as
lavagens com PBS1X.

A

Figura 4 Andlise da morte celular. Fotos representativas, onde em A temos um
pogo marcado com Sytox no grupo da co-cultura de CTMPH e astrécitos, e na
foto B, observa-se a marcagdo nuclear com DAPI no mesmo campo em que a
foto A foi tirada. Pode-se observar a auséncia de pontos verdes, que
caracterizariam a marcacgao com Sytox na foto A, e com a marcacdo de DAPI na
foto B comprova-se a presenca de células no pogo.

42 MEIO CONDICIONADO DE CTMPH NAO ALTERA A
SOBREVIDA DE ASTROCITOS

A anélise da viabilidade celular foi efetuada com o0 MTT em
culturas separadas de cortex e cerebelo de camundongos neonatos, que
no 14° dia da cultura receberam meio condicionado (MC) de células
tronco mesenquimais de placenta humana (CTMPH), nas seguintes
concentragBes: 0% (grupo controle), 10%, 25%, 50% e 75%. Nenhum
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dos grupos tratados mostraram diferencas estatisticas em relacdo ao
grupo controle, sugerindo que o0 MC das CTMPH ndo apresenta efeitos
citotoxicos para as células astrocitérias de cortex e cerebelo (Figura 5).

>
os]

N
.
1
N
o
1

- - N
=] o =]
1 1 1
- -
=} 4
1 1

Absorbancia 540 nm
o
o

Absorbancia 540 nm

=

o
T

=4

o
T

Figura 5 Andlise da viabilidade celular. A anélise foi realizada com MTT em
culturas de astrdcitos de cortex (foto A) e de cerebelo (foto B) de camundongos
neonatos, que receberam diferentes concentracbes de MC de CTMPH, ou
nenhuma, como 0s grupos controle. As andlises estatisticas ndo mostraram
diferencas significativas nas comparagdes entre o grupo controle e os tratados
com MC.

43 O MEIO CONDICIONADO (MC) DE CTMPH PODE
INFLUENCIAR NA QUANTIDADE DE ASTROCITOS EM
CULTURA

Para avaliar os possiveis efeitos que o MC de CTMPH tém
sobre as células gliais de cortex de camundongos, foram utilizadas
diferentes concentracdes de MC: 0% (controles), 10%, 25%, 50% e
75%. O MC foi colocado nas culturas no 14° dia, as células foram
fixadas no 18° dia e a imunocitoquimica feita para GFAP. Os pogos
foram fotografados no microscépio de fluorescéncia com a objetiva de
40X, onde foram tiradas 20 fotos por poco para cada marcacdo (GFAP e
DAPI). As células marcadas positivamente com GFAP foram contadas
com o auxilio do programa Image J, e os resultados analisados no
programa Graph Pad Prism.

O grupo tratado que recebeu 10% de MC apresentou uma
média de 97,51 células GFAP positivas por pogo, 0 grupo que recebeu
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25% de MC apresentou 111,83 células GFAP positivas por pogco e o
controle, que ndo recebeu MC, obteve média de 104,38 células GFAP
positivas por poco, o que ndo foi significante estatisticamente, indicando
que 0 MC em baixas concentracdes ndo é citotoxico nem promotor de
proliferacdo celular (Figura 6).

Células GFAP positivas

Figura 6 Expressdo de GFAP em células astrocitarias que receberam MC de
CTMPH. Fotos representativas da expressdo de GFAP (em verde) em culturas
de astrocitos que receberam 10% de MC de CTMPH (foto B), 25% de MC de
CTMPH (foto C), e o grupo controle (foto A), que ndo recebeu MC. Em azul
(DAPI) podemos ver os nucleos celulares corados. A figura D nos mostra que a
quantidade de células GFAP positivas ndo variou entre os grupos analisados.

Ja 0s grupos que receberam maiores concentracdes de MC, 50%
e 75%, apresentaram menor quantidade de células GFAP positivas em
relagio ao controle, o que foi significativo estatisticamente, em
comparagao ao grupo controle, sugerindo que o MC das CTMPH em
altas concentracGes pode influenciar na diminuicdo da proliferacdo
celular dos astrécitos (Figura 7). Quando as células GFAP positivas
foram quantificadas obtivemos média de 104,38 células por poco no
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grupo controle,82,01 células positivas nos pocos tratados que receberam
50% de MC e 42,06 células nos pogos com 75% de MC (Figura 6 - D).

1004 * %

50

Células GFAP positivas

Figura 7 Diminuigdo da presenga de células astrocitarias GFAP positivas sob
influéncia de MC de CTMPH. Comparacdo da expressao de GFAP (corado em
verde) entre os grupos controle (foto A) e tratados que receberam MC nas
concentracGes de 50% (foto B) e 75% (foto C). Podemos perceber que as
células astrocitarias dos grupos tratados marcadas positivamente com GFAP
estdo em menor quantidade em relagdo ao grupo controle, e que as mesmas
apresentam um citoplasma mais individualizado e menos alongado. Os ndcleos
celulares estdo corados em azul (DAPI). Estatisticamente, a comparacdo entre o
controle e os grupos de 50% e 75% de MC foram significantes, onde ** e ***
significam P < 0,05.

4.4 EFEITOS ANTI-GLIOGENICO E NEUROGENICO DO MC DE
CTMPH SOBRE CULTURA DE ASTROCITOS E NEURONIOS
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Baseando-se nos resultados anteriores, repetimos 0 experimento
com algumas modificagdes. Realizou-se uma cultura de células de
cértex de camundongos neonatos, onde no 11° dia o SBF ndo foi
retirado para que o0s neurdnios também fossem analisados, sendo
colocado o0 MC das CTMPHSs. Utilizamos MC nas concentracfes de
50% e 75%, as quais obtivemos resultados positivos no experimento
anterior, mantendo o grupo controle. No 14° dia de cultura, as células
foram fixadas, e para avaliar a morfologia de células neuronais e gliais
juntas, foi realizada uma dupla marcagdo com GFAP e B-tubulina IlI.
Apos, as células foram analisadas e fotografadas no microscépio de
fluorescéncia, e as células contadas com auxilio do programa Image J,
como explicado anteriormente.

Analisando os resultados vimos que 0s grupos tratados com
75% de MC de CTMPH apresentaram os melhores resultados, sendo
significantes estatisticamente. Em rela¢do ao grupo controle (média de
392,11 células GFAP positivas por pogo), a quantidade de células GFAP
positivas dos pocos tratados com 75% de MC ( média de 344 células por
poco) foram menores, enquanto que a quantidade das células B-tubulina
11 positivas (média de 35,33 células por pogo) foi superior em relacéo
ao grupo controle (média de 29,68 células por pogo). Os grupos tratados
com 50% de MC apresentaram quantidades de células GFAP positivas e
B-tubulina 111 positivas semelhantes ao grupo controle, ndo sendo
significante estatisticamente (figuras 8 e 9).
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Figura 8 Expressdo de B-tubulina Il e GFAP em neurdnios e astrocitos,
respectivamente, tratados com MC de CTMPH. Fotos representativas dos
grupos controle (foto A), grupo tratado com 50% de MC (foto B) e grupo
tratado com 75% de MC (foto C), onde podemos visualizar células GFAP
positivas, marcadas em verde, e células b B -tubulina 111 positivas, marcadas em
vermelho. Os nucleos estdo corados em azul (DAPI).
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Figura 9 Quantificacdo da expressdo de GFAP e f -tubulina 11l em astrécitos e
neurdnios submetidos a0 MC de CTMPH. Quanto a marcagdo de GFAP (Foto
A), o grupo controle apresentou média de 392,11 células positivas por pogo, 0
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grupo que recebeu 50% de MC obteve média de 399,03 células GFAP positivas,
e 0s pogos que receberam 75% de MC apresentaram 344 células GFAP
positivas por poco. Quanto & marcacgdo de B -tubulina 11l (Foto B), o controle
apresentou media de 29,68 células B -tubulina Ill positivas por poco, e 0s
tratados, 27,8 (50% de MC) e 35,33 (75% de MC). Nas duas marcacdes (GFAP
e B -tubulina II1), os tratados que receberam 75% de MC apresentaram
diferenca estatistica em comparacdo ao grupo controle, onde ** significa
P<0,05.

Estes resultados sugerem que em altas concentragfes, 0 MC de
CTMPH promove a proliferagdo neuronal, e / ou promove a
diferenciacdo de precursores neurais, e também atua na diminui¢do da
proliferacdo de astrocitos.

4.5 A CO-CULTURA DE CTMPHS SOBRE ASTROCITOS DIMINUI
A QUANTIDADE DOS MESMOS

Apos testarmos os efeitos do MC de CTMPH sobre astrocitos e
neurdnios, analisamos se os resultados seriam semelhantes quando, ao
invés de colocarmos o MC das CTMPHSs, colocassemos as mesmas, em
modelo de co-cultura.

Antes de serem plaqueadas sobre as células astrocitérias, as
CTMPHs, selecionadas devido a aderéncia ao plastico, apresentavam
morfologia fibroblastoide caracteristica, estavam na passagem 3, com 80
a 90% de confluéncia (Figura 9). As células astrocitarias de cortex de
camundongo neonato apresentavam morfologia caracteristica poligonal
e confluéncia de 70% (Figura 10).

Figura 10 Morfologias celulares de CTMPHs e astrocitos. Antes da co-cultura,
as CTMPH (foto A) e as células astrocitarias de camundongos neonatos (foto B)
foram analisadas quanto a sua morfologia e a confluéncia. Nestas fotos
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representativas em contraste de fase, as CTMPHs estavam com 90% de
confluéncia, na passagem 3, e as células astrocitérias estavam na passagem 0
com 70% de confluéncia.

No 11° dia da cultura de astrdcitos, foi retirado o SBF para que
ndo houvessem neurdnios na cultura, e no 14° dia, as CTMPH foram
plagueadas sobre os astrocitos. No 18° dia as culturas foram fixadas e a
imunocitoquimica para GFAP realizada. Como mencionado nos outros
experimentos, 0s pogos foram analisados no microscépio de
fluorescéncia e foram tiradas 20 fotos por poco de cada marcacdo
(GFAP e DAPI).

Na analise das imagens dos grupos controle (somente CTMPH
em um pogo e somente astrdcitos no outro), ambos tipos celulares
marcaram positivo para GFAP, tendo em vista que nossos anticorpos
ndo eram especificos e marcavam tanto murino quanto células humanas
(Figura 11). Quando as células foram contadas e os dados analisados
estatisticamente, o grupo de células astrocitarias apresentou maior
quantidade de células GFAP positivas (média de 84,55 células) em
relacdo as CTMPH (média de 22,16 células) (Figura 12).

Figura 11 Marcacdo de GFAP em astrécitos e CTMPHs em cultura. Fotos
representativas nas quais temos astrocitos (foto A) e CTMPH (foto B) com os
citoplasmas marcados em verde pelo GFAP e os nucleos celulares corados em
azul com DAPI. Pelas fotos podemos observar as morfologias celulares e a
diferenca de tamanho entre os astrocitos e as CTMPHEs.
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Figura 12 Quantificagdo de astrocitos e CTMPHs GFAP positivos . Na
contagem de células GFAP positivas, obtivemos uma média de 84,55 células
GFAP positivas por pogo das culturas de astrocitos e média de 22,16 células
GFAP positivas por poco nas culturas de CTMPH, como mostra o gréafico
acima. Na analise estatistica, a comparacao entre os dois grupos foi significante,
onde *** significam P < 0,05.

Analisando-se os dados da contagem de células GFAP positivas
no grupo da co-cultura (CTMPH sobre astrdcitos) obtivemos o mesmo
resultado que com o experimento anterior do MC: em relagdo ao grupo
controle de células astrocitarias (média de 84,55 células GFAP
positivas), a co-cultura apresentou uma menor quantidade de células
GFAP positivas (média de 53,8 células por pogo). Este resultado foi
significativo estatisticamente, refor¢ando a tese que de alguma forma as
CTMPHs influenciam as células astrocitarias, diminuindo sua
proliferacdo (Figuras 13 e 14).

Figura 13 Marcacdo de GFAP em astrécitos e em astrécitos e CTMPHs em co-
cultivo. Fotos representativas da marcacdo de GFAP (verde) em astrocitos (foto
A) e na co-cultura de astrécitos com CTMPHs (foto B). Nas fotos acima é
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perceptivel a diferenca na quantidade de células GFAP positivas entre os
grupos.

100

Células GFAP positivas

Figura 14 Quantificacdo da marcacdo de GFAP em astrdcitos e em astrdcitos e
CTMPH em co-cultura. Na contagem celular, obtivemos média de 84,55 células
GFAP positivas no grupo controle dos astrécitos, e no grupo da co-cultura de
astrocitos com CTMPHSs obteve-se 53,8 células GFAP positivas. Os dados,
quando analisados estatisticamente, foram significantes, onde *** significam P
< 0,05.

Na analise celular do grupo da co-cultura, foi possivel
diferenciar as CTMPHSs dos astrécitos através do tamanho dos ndcleos,
que mede em média 0,04 mm, enquanto que o ndcleo dos astrdcitos
mede cerca de 0,02 mm, levando-se em conta de que nosso anticorpo
ndo era especifico para nenhum dos tipos celulares marcados (Figura
15).
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Figura 15 Co-cultura de CTMPHs e astrécitos. Na figura representativa acima
podemos ver células GFAP positivas (verde) no grupo da co-cultura de
astrocitos e CTMPHs (foto A), onde é possivel diferenciar a presenca das
CTMPHs (*) através do tamanho nuclear, que é maior em relagdo as células
astrocitarias, como podemos ver na figura B, que € um aumento da regido em A
, mostrando bem os ndcleos corados com DAPI (os de CTMPH marcados com

*).

46 A CO-CULTURA DE CTMPHS SOBRE NEURONIOS
AUMENTA A QUANTIDADE NEURONAL

Além de analisarmos os efeitos do contato celular de CTMPH
com astrécitos, também foi analisado o contato das mesmas com
neurdnios. Para ter maior quantidade de células neuronais na cultura, a
co-cultura com as CTMPHs foi realizada no 2° dia apds a realizacédo da
cultura de células neuronais de cortex. As CTMPHSs apresentavam a
mesma morfologia fibroblastéide mencionada anteriormente e estavam
na terceira passagem, e 0s neurdnios apresentavam morfologia estrelada
/ arredondada caracteristicas. No 4° dia da co-cultura (6° da cultura
neuronal) as células foram fixadas com paraformaldeido 4% e foi feita
uma imunocitoquimica para  -tubulina I11, com marcacdo nuclear com
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DAPI. O anticorpo utilizado também ndo era especifico para nenhum
dos dois tipos celulares, portanto, ambos apresentaram marcacéo de f3 -
tubulina Il (Figura 16).

Figura 16 Marcacéo de B -tubulina I1l em neur6nios e CTMPHSs. Analisando as
imagens da imunocitoquimica dos grupos controles, tanto o grupo da cultura de
neurdnios (foto representativa A), quanto o grupo da cultura de CTMPH (foto
representativa B) apresentaram células B-tubulina Il positivas (vermelho).
Morfologicamente, podemos ver que as marcagdes citoplasmaticas diferiram
entre os tipos celulares.

As células B -tubulina 111 positivas foram quantificadas com o
auxilio do programa Image J, como mencionado anteriormente nos
outros experimentos. Comparando-se os dois grupos controles (pogo s6
com neurdnios e pogo s6 com CTMPH), o grupo das células neuronais
apresentou maior quantidade de células 8 -tubulina Il positivas (média
de 44,36 células por poco, contra 12,53 células 8 -tubulina Il1 positivas
no grupo das CTMPHSs), o que foi significativo estatisticamente (Figura
16). Comparando-se o0s grupos controles com o tratado (po¢o com a co-
cultura de CTMPH com neurdnios), o grupo da co-cultura apresentou
maior quantidade de células B -tubulina Il positivas (média de 68,65
células por poco), também sendo significativo estatisticamente (Figura
17). Esses resultados corroboram com os anteriores, onde o MC das
CTMPHs também promoveu um aumento na quantidade de células
neuronais 3 -tubulina Il positivas na cultura de neurénios.
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Figura 17 Quantificacdo da marcacdo de pB-tubulina Il em neurdnios e
CTMPHs. Quantificando-se as células B-tubulina 111 positivas, obtivemos uma
média de 12,53 células marcadas por pogo no grupo controle de CTMPH, média
de 44,36 células marcadas no grupo controle de neurbnios e média de 68,65
células B-tubulina Il positivas por pogo no grupo da co-cultura de CTMPH com
neurdnios. Os dados foram analisados estatisticamente, onde *** significam P <
0,05.

Assim como ocorreu na co-cultura de CTMPH com astrdcitos,
neste experimento também foi possivel observar a presenca da CTMPH
na co-cultura através do tamanho nuclear, sendo este de média de
0,06mm, sendo maior que o das células neuronais, que apresentaram
média de 0,01 mm de tamanho nuclear. Também foi possivel diferenciar
os tipos celulares devido & morfologia, uma vez que as CTMPH nédo
apresentaram morfologia neuronal (Figura 18).
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Figura 18 Presenca das CTMPH na co-cultura com neurdnios. Nesta foto
representativa (A) podemos visualizar as CTMPHs (*) na co-cultura com
neurdnios (setas), visto em detalhes na imagem B. Além das CTMPHSs
apresentarem o nulcleo de tamanho superior ao neuronal, elas mantém a sua
morfologia fibroblastdide, ndo diferenciando para morfologias neuronais. Em
vermelho temos células marcadas com B-tubulina 111 e em azul os ndcleos
corados com DAPI. Objetiva de 40X.

4.7 0 MC DE CTMPH INFLUENCIA DE MANEIRA POSITIVA A
NEURITOGENESE EM NEURONIOS

Para analisar o efeito do MC de CTMPHSs sobre a neuritogénese
de células B -tubulina Il positivas, quantificamos os neurdnios bipolares
e medimos o tamanho dos prolongamentos neuronais com auxilio do
programa Image J. Estas analises foram realizadas em células neuronais
que receberam 50% e 75% de MC de CTMPHSs, no mesmo protocolo
experimental mencionado anteriormente no item 4.4, comparando com o
grupo controle que nao recebeu MC.

Na quantificacdo dos neurdnios bipolares, os grupos tratados
apresentaram maior quantidade dos mesmos (média de 5,16 no grupo
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que recebeu 50% de MC e média de 6,17 neurdnios bipolares nos
tratados com 75% de MC ), em relagdo ao grupo controle (média de
5,02 neurdnios bipolares por poco), no entanto, estatisticamente, apenas
0 grupo que recebeu 75% de MC apresentou diferencas em relacdo ao
grupo controle (Figura 19).

Quantidade de neurénios bipolares
-

Figura 19 Quantificacdo dos neurdnios bipolares sob influéncia do MC de
CTMPH. Fotos representativas da presenca de neurbnios bipolares (setas - em
detalhe na figura E) nos grupos controle (foto A), tratado com 50% de MC (foto
B) e tratado com 75% de MC (foto C). Os neur6nios bipolares que foram -
tubulina Il positivos (em vermelho) foram quantificados, onde obteve-se média
de 5,02 neurdnios bipolares por pogo do grupo controle, 5,16 neurdnios
bipolares no grupo que recebeu 50% de MC e média de 6,17 neurdnios
bipolares nos tratados com 75% de MC de CTMPH, o que foi significativo
estatisticamente (figura D), quando comparado ao grupo controle, sendo que **
significam P < 0,05. NUcleos corados com DAPI em azul.

Em relagdo ao tamanho dos prolongamentos neuronais, 0s
grupos tratados com 50% de MC (média de 76,45 mm) e 75% de MC
(média de 78,23 mm) apresentaram prolongamentos maiores em
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comparacdo ao grupo controle (média de 70,61 mm), o que foi
significante estatisticamente (Figura 20).

Tamanho dos prolongamentos neuronais
~

Figura 20 Tamanhos dos prolongamentos neuronais em cultura sob influéncia
de MC de CTMPH. Fotos representativas dos grupos controle (foto A), tratado
com 50% de MC (foto B) e tratado com 75% de MC (foto C), onde em
vermelho temos neurdnios marcados positivamente para B-tubulina IlI, com
seus prolongamentos bem evidentes. Em D temos o grafico da analise estatistica
do tamanho dos prolongamentos neuronais, onde o grupo controle apresentou
prolongamentos com média de 70,61 mm, o grupo tratado com 50% de MC
apresentou média de 76,45 mm e o grupo tratado com 75% de MC apresentou
prolongamentos com média de 78,23 mm. Em relagdo ao grupo controle, ambos
tratados apresentaram prolongamentos com tamanho superior, o que foi
significante estatisticamente, representado por ** e *** com P < 0,05. Em verde
astrécitos marcados com GFAP e azul os ndcleos corados com DAPI.

Juntos, estes resultados indicam que o MC de CTMPH
influencia na proliferagdo de novos neurbnios, assim como no
crescimento dos prolongamentos neuronais, favorecendo a realizacdo de
novas conexdes entre as células.
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4.8 EFEITOS POSITIVOS SOBRE A NEURITOGENESE DE
NEURONIOS EM CO-CULTURA COM CTMPH

Para analisar os efeitos da co-cultura de CTMPHs sobre a
neuritogénese em células neuronais também quantificamos os neurdnios
bipolares e medimos o tamanho dos prolongamentos neurais. O
protocolo experimental foi mencionado anteriormente no item 4.7.

Com relacdo a quantidade de neur6nios bipolares, o grupo da
co-cultura ndo apresentou diferencas estatisticas quando comparado ao
controle (pogo com células neurais) (Figura 21), contrariando 0s
resultados obtidos com o0 MC das CTMPHs. Como as CTMPHSs néo
apresentaram morfologia neuronal elas ndo foram analisadas.

Quantidade de neurdnios bipolares

Figura 21 Neurbnios bipolares em culturas neuronais. Fotos representativas da
presenca de neurbnios bipolares em vermelho (setas) nos grupos controle (foto
A) e no grupo da co-cultura de neurdnios com a CTMPH (foto B). Os dados da
quantificacdo dos neurdnios bipolares foram analisados estatisticamente e nédo
obteve-se diferenca entre os grupos. O grupo controle apresentou média de 9,30
neurdnios bipolares por po¢o, enquanto que o grupo da co-cultura de neurbnios
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+ CTMPH apresentou média de 9,61 neur6nios bipolares por poco. Nicleos
corados em azul com DAPI e citoplasmas em vermelho com § -tubulina I1I.

Em relagdo ao tamanho dos prolongamentos neuronais, 0s
neurbnios do grupo da co-cultura com CTMPH apresentaram
prolongamentos maiores em relagdo ao controle, o que foi significante
estatisticamente (Figura 22).

Tamanho dos prolongamentos neuronais
°
by

Figura 22 Tamanho dos prolongamentos neuronais de neurénios em co-cultura
com CTMPH. Fotos representativas do grupo controle (foto A) e da co-cultura
de CTMPH sobre neurénios (foto B) onde podemos ver os prolongamentos
neuronais marcados em vermelho (B -tubulina IlI) e também a presenca de
inimeras CTMPH na co-cultura (setas), logo abaixo dos prolongamentos
neuronais. Os prolongamentos foram medidos e os dados analisados
estatisticamente. O grupo controle apresentou prolongamentos medindo média
14,98 mm, enquanto que os prolongamentos neuronais do grupo da co-cultura
foram maiores, medindo uma média de 15,24 mm (figura C), o que foi
significante estatisticamente, onde *** significam P < 0,05. Nucleos corados em
azul com DAPI.
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Estes resultados comprovam que, tanto o0 MC das CTMPHs,
guanto a sua co-cultura com neurdnios, tem efeitos benéficos sobre a
proliferacdo neural e ndo exercem nenhum tipo de citotoxicidade.
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5. DISCUSSAO

O AVC isquémico € caracterizado por uma série de mudancas
patoldgicas que reduzem o oxigénio e o0s suprimentos de glicose
celulares, resultando em mortes por necrose ou apoptose. O rompimento
dos canais idnicos neuronais produz a imediata liberacdo de glutamato
excitatorio (Mattson et al., 2000), levando a um imenso influxo de
calcio através de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e dos canais
voltagem-dependentes de calcio. Esses processos, juntamente com
tantos outros que ocorrem durante a isquemia, acabam retardando os
mecanismos de producao energética (Abdelkarim et al., 2001).

A répida restauracdo do fluxo sanguineo é importante para
salvar a maior quantidade de tecido cerebral possivel. Apesar disso, a
reperfusdo sanguinea também é um componente do dano tecidual, pois o
sangue carrega um conjunto de leucécitos atraidos por agentes
quimiotéticos, como interleucinas (IL-8) e proteina quimiotatica de
mondcitos - 1 (MCP-1). Estes leucGcitos extravasam no parénquima
cerebral da regido isquémica e liberam espécies reativas de oxigénio,
metaloproteinases da matriz (MMPs) e outros mediadores inflamatérios.
A liberacdo destes componentes altamente reativos é designada para
atacar patdgenos, e a presenca deles em excesso durante uma resposta
imune estéril destroi o tecido, aumentando o dano tecidual (Del Zoppo
et al., 2000; Serhan, 2007; Spite & Serhan, 2010).

Ao longo das proximas semanas ap6s a lesdo, as células
necrosadas sao retiradas e a cicatriz tecidual se forma. A regido do peri-
infarto no cortex parece fornecer um recesso neurovascular, onde novos
neurbnios sdo estimulados a crescer (Arvidsson et al., 2002). A
neurogénese enddgena é estimulada em locais como a zona
subventricular, o bulbo olfatério e o hipocampo, onde varios estudos
indicam haver a presenca de células tronco neurais (Miller, 2006). No
entanto, ndo ha evidéncias de que a neurogénese ocorrendo nesta etapa
proporcione melhoras funcionais; muitos neurbnios no recesso
neurovascular morrem ou permanecem indiferenciados (Smith &
Gavins, 2012).

Estd bem descrito na literatura, que, em condi¢cdes normais, 0s
astrocitos devem manter a homeostase no SNC, dando suporte para a
sobrevivéncia neuronal e a sua funcdo de processamento da informacéo.
Os astrocitos, também conhecidos como astroglia, sdo as células mais
abundantes no SNC e séo classicamente identificados como as células
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que expressam GFAP, como demonstraram nos nossos resultados.
Quando ocorrem lesdes no SNC, como 0 AVC, o0s astrdcitos se tornam
ativados, pois eles agem como células do sistema imune, e modulam
uma grande quantidade de moléculas, visando beneficiar a regido
lesionada, regulando diversos processos bioldgicos (Zhang et al., 2010).

Os astrocitos (ativados ou reativos) fornecem suporte e
orientacdo para o crescimento axonal e ajudam na recuperagdo da
melhora funcional ap6s o AVC (Privat, 2003). No entanto, a prolongada
ativagdo dos astrdcitos se torna prejudicial ao crescimento axonal, pois
eles podem produzir citocinas pré-inflamatérias e citotoxicas, que sdo
prejudiciais aos neurbnios ou oligodendrdcitos, no cérebro lesionado
(Zhang et al., 2010). Alguns experimentos tem demonstrado a expressao
de moléculas como 6xido nitrico sintase, capaz de danificar células
neurais, oligodendrécitos e outros tipos celulares, e TNF-
[ [conhecido por desempenhar um papel importante no inicio do
processo inflamatdrio, por astrécitos reativos apds lesdes cerebrais ou
em casos de desordens neuroldgicas (Estévez et al., 1998, Bezzi et al.,
2001).

Portanto, cada vez mais os pesquisadores tém estudado meios
de impedir esta ativacdo dos astrdcitos, também denominada de gliose
reativa, pois estudos demonstram que quando a gliose reativa €
farmacologicamente inibida in vivo, a producéo de citocinas € reduzida e
0 dano neuronal atenuado (Chauhan et al., 2008). Uma outra boa
alternativa para a redugéo da gliose reativa seriam as CTMPHSs.

Atualmente tem sido proposto que células das membranas fetais
possuem propriedades imunoregulatorias, assim como as células tronco
mesenquimais oriundas de outras fontes teciduais. Analises in vitro
mostram que células isoladas da membrana coriénica e aminiética da
placenta tem o potencial de suprimir ativamente a proliferacdo de
linfocitos (Bailo et al., 2004; Li et al., 2005; Wolbank et al., 2007).
Varios estudos foram feitos a fim de pesquisar o efeito dessas células
em desordens neuronais, um exemplo seria o transplante de células
aminidticas epiteliais em areas lesionadas em um modelo de lesdo de
medula espinhal em ratos. O transplante foi feito sem a administracdo de
imunossupressores, € as células sobreviveram mais de 120 dias e nédo
houve evidéncias de inflamacéo ou rejei¢do (Parolini et al., 2008).

Estes dados confirmam os nossos: tanto nos modelos da co-
cultura da CTMPH com os astrocitos, quanto os experimentos do MC
das CTMPHs sobre astrdcitos, a proliferacdo dos mesmos foi diminuida,
mostrando o efeito imunossupressor das CTMPHs derivadas do cérion
sobre estas células do sistema imune do SNC. O MC das CTMPHSs
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também néo apresentou efeitos citotdxicos, uma vez que nosso ensaio de
Sytox ndo mostrou células mortas e a analise com MTT ndo mostrou
resultados significantes estatisticamente entre 0s grupos tratados com as
diferentes concentracfes de MC.

Estes resultados juntos mostram um uso promissor das
CTMPHs em terapias celulares para o AVC, ou outras doencgas
neurodegenerativas. Entretanto, além de inibir o crescimento
astrocitario, também se faz necessario o aumento da proliferacdo
neuronal, afim de promover uma melhora funcional da lesdo, o que
nossos experimentos também demonstraram.

Experimentalmente, tanto a co-cultura de CTMPH com
neurdnios, quanto o uso de seu MC em altas concentracdes (50% e 75%)
promoveram um aumento significativo na quantidade neuronal em
relacdo aos grupos controles. Pesquisas demonstram que CTM, quando
implantadas em casos de injaria cerebral traumatica, expressam
marcadores de neurdnios e astrécitos, causando uma melhora na fungéo
neurolégica (Lu et al., 2001), e também secretam vérias citocinas e
fatores de crescimento, como BDNF, VEGF, e FGF, que promovem 0
crescimento neuronal enddgeno, neurogénese e angiogénese, estimulam
as conexdes sinapticas, e regulam a inflamacdo primeiramente através
de agdes paracrinas (Chopp & Li, 2002; Seo & Cho, 2012).

Em relacio ao MC das CTMs, estudos sugerem que 0sS
componentes da matriz celular derivados destas células podem aumentar
0 reparo do sistema nervoso (Maltman et al., 2011). A fibronectina,
componente da matriz extracelular, visivelmente realiza papeis
essenciais na sobrevivéncia neuronal, brotamentos axonais e
sinaptogénese apds a isquemia cerebral (Sakai et al., 2001). Além disso,
moléculas da matriz extracelular e moléculas de adesdo celular liberadas
pelas CTMs, como integrinas, caderinas e selectinas, promovem
crescimento axonal e regeneracdo (Neuhuber, et al., 2005; Giger et al.,
2010).

Além disso, uma pesquisa mostra que a comunicagdo entre as
CTMs e os astrocitos e neurdnios é realizada através da liberacdo de
exossomas contendo miRNA. Este miRNA é o miR-133b, conhecido
por promover melhora funcional cerebral em casos de doenca de
Parkinson (Kim et al., 2007) e leses na medula espinhal (Yu et al.,
2011), e sua liberacdo para os neurdnios e astrcitos aumenta o
crescimento do neuritos (Xin et al., 2012).

Os dados acima corroboram com nossos resultados. Houve um
aumento no nimero de neurénios bipolares, quando colocamos 75% de
MC de CTMPH em cultura de astrocitos e neurénios. Estes neurbnios



38

sdo células novas e imaturas, cujos prolongamentos estdo crescendo, a
fim de estabelecer contato com as outras células cerebrais. Além disso,
nos grupos que receberam concentracdes de 50% e 75% de MC, nas
culturas de astrdcitos e neurdnios, e também na co-cultura da CTMPH
com neurdnios, obtivemos prolongamentos neuronais maiores nos
grupos tratados em relacdo aos controles, comprovando que, além de
CTMs terem esse importante papel indutor da neurogénese, as CTM que
sdo derivadas do cdrion da placenta humana, também atuam neste
sentido.

Em relacdo a ndo obtermos diferenciacdo para fenotipos neurais
das CTMPHs quando em co-cultura, ao contrario de outros autores que
obtiveram utilizando o mesmo tipo celular (Martini et al., 2013), se deve
ao fato de que as CT, quando transplantadas em lesGes cerebrais,
exercem um “efeito de observadoras’, ou seja, ajudam na melhora
tecidual, sem a direta substituicdo dos neurdnios que foram perdidos.
Estas células “"observadoras” secretam substancias afim de realizar
funcbes neuroprotetoras, incluindo  suporte neurotrofico,
imunomodulacdo e angiogénese (Smith & Gavins, 2012), o que foi
repetidamente discutido nesta dissertagéo.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto nossos resultados mostram que as CTMPHSs
derivadas do cdrion tém total capacidade de, in vitro, através de seu
meio condicionado e da co-cultura com astrdcitos e neurénios, inibir a
proliferacdo de astrocitos, aumentar a proliferacdo neuronal e o tamanho
dos prolongamentos neuronais, 0 que auxilia no estabelecimento de
novas redes neuronais. Portanto, o proximo passo seria o estudo in vivo
destas células em modelos de lesdes de AVC isquémico em
camundongos.
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