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RESUMO

As terapias celulares representam uma nova fronteira para o tratamento de diversas
doencas, inclusive patologias relacionadas ao sistema nervoso central. O sangue de
corddo umbilical humano é uma atrativa fonte de células-tronco, porém, apresenta
uma populacdo heterogénea com pouca quantidade de células-tronco mesenquimais.
Atualmente, a reprogramacdao celular induzida através de metodologias distintas, pode
conferir pluripoténcia as células adultas diferenciadas.

O obijetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de reprogramacéo de fibroblastos e a
diferenciacdo neural apds co-cultivo com fragdo mononuclear de sangue de cordao
umbilical.

Foram obtidas células da fragdo mononuclear de quatro corddes umbilicais humanos
de pacientes atendidas no Centro Obstétrico do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. As
suspensdes celulares foram fracionadas em gradiente de densidade 1077. A fracdo
mononuclear de cada amostra foi cultivada por sete dias e ap6s, contaminada com 10°
células da linhagem de fibroblasto de camundongos NIH 3T3 e co-cultivadas por 6
dias. Para avaliacdo da pluripoténcia, foi realizada extracdo de RNA e posterior
amplificacao utilizando oligonulceotideos especificos para os genes de pluripoténcia
Oct3/4, Sox2 e KLF4. O fenétipo mesenquimal foi confirmado pela diferenciacéo
adipogénica e osteogénica. A neurodiferenciacdo das células reprogramadas seguiu o
método descrito por Song et. al (2008) e foi avaliada por imunofluorescéncia. O
crescimento populacional foi quantificado em hemocitdmetro.

Todas as células co-cultivadas mostraram capacidade de diferenciagdo adipogénica e
osteogénica. ApOs o co-cultivo, as células passaram a transcrever o gene de
pluripoténcia KLF4. Diferengas estatisticamente significativas nos parametros area,
didametro, densidade Optica e dimenséo fractal foram observadas por microscopia
confocal nas células reprogramadas e neurodiferenciadas. A populacdo de células
reprogramadas duplicou a cada trés dias até o momento da adi¢do do ultimo meio de
neurodiferenciacdo, quando as culturas tornaram-se quiescentes até o final do periodo
de neurodifereciacao.

O contato em forma de co-cultivo dos fibroblastos com a fracdo mononuclear de
corddo umbilical por seis dias promoveu a reprogramacao dessas células a um estagio

com certa plasticidade, permitindo a indugéo posterior de neurodiferenciacéo.



ABSTRACT

Cellular therapy represent a new frontier for the treatment of several diseases,
including diseases related to central nervous system. Human umbilical cord blood is an
attractive source of stem cells; however, it has a heterogeneous population with a small
amount of mesenchymal stem cells. Currently, cell reprogramming induced by different
methodologies can confer pluripotency to differentiated adult cells.

The objective of the study was to evaluate the reprogramming potential of fibroblasts
and neural differentiation after co-culture with umbilical cord blood mononuclear cells.
This study was approved by the Ethics Committee of PUCRS (CEP 11/05504). Cells
were obtained from four human umbilical cord blood. Cell suspensions were
fractionated at gradient of density 1077. The mononuclear cells of each sample were
cultured for 7 days and later, the culture was infected with 10° cells of mouse fibroblast
cell line NIH 3T3 and co-cultured for 6 days. To evaluate the pluripotency it was
performed RNA extraction and later, amplification using primers specific for
pluripotency genes. The differentiation was also confirmed by the adipogenic and
osteogenic differentiation. Neural differentiation of the reprogrammed cells was
obtained by the method described by Song et. al (2008) and evaluated by
immunofluorescence. Population growth was quantified by hemocytometer.

All co-cultured cells showed adipogenic and osteogenic differentiation capacity. After
co-cultivation cells began transcribing the pluripotency gene KLF4. Statistically
significant differences in the parameters area, diameter, optical density and fractal
dimension were observed by confocal microscopy in reprogrammed and neural
differentiated cells. The population of reprogrammed cells doubled every three days
until the addition of the last medium of neural differentiation, when cultures became
quiescent until the end of the neural differentiation.

The contact in form of co-cultivation of fibroblasts with umbilical cord blood
mononuclear fraction for six days promoted the reprogramming of these cells to a

indifferentiation stage, allowing the induction of neural differentiation later.
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1. INTRODUCAO

1.1. CELULAS-TRONCO

1.1.1. Conceito Geral

As células-tronco sdo classificadas como células imaturas que possuem a
habilidade de auto-renovacao por um longo periodo e de se diferenciar, sob condi¢gbes
apropriadas, em células especializadas de diferentes tecidos. De uma maneira geral,
as células-tronco podem ser classificadas como células-tronco embrionarias e células-

tronco adultas (1).

1.1.2. Terapias com Células-tronco

Em modelos animais, diferentes estratégias de aplicacdo de células-tronco tém
mostrado grande eficicia no tratamento de varios tipos de danos ao sistema nervoso
central. As células-tronco mesenquimais podem ser utilizadas no transplante autélogo
para o reparo de diversas lesdes, contornando as complicacbes como rejeicdo e
resposta imunolégica, que podem ser associadas as terapias alogénicas. Estas células
podem ser consideradas multipotentes ndo hematopoiéticas e, possuirem grande
capacidade de diferenciacao. De fato, além de tecido 6sseo, cartilaginoso, adipdcitos e
midcitos, tem sido demonstrado nas células-tronco mesenquimais a capacidade de se
diferenciar em neurénios e astrocitos, in vitro e in vivo. (2).

Um estudo realizado por Jiang et al. (3) mostrou que as células-tronco da
medula 6ssea de camundongos e ratos podem-se diferenciar em células com
caracteristicas do neuroectoderma. Um estudo realizado por Streckfuss-Bomeke et al.
(2009) utilizando células progenitoras germinativas adultas, mostrou com sucesso a
diferenciacdo dessas células em linhagens neurais, apresentando marcacoes

especificas de células progenitoras neurais, neurdnios imaturos, astrocitos,
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oligodentrécitos e neurbnios maduros funcionais, confirmando essa funcionalidade
através da medida da eletroatividade das células neurodiferenciadas (4). Chan et al.
(2008) utilizando células multipotentes derivadas de corddo umbilical, aplicando
protocolo de diferenciacdo para células neurais, apresentaram evidéncias morfolégicas
e expressdo de proteinas neuronais e de células gliais apds 30 dias em cultura sob
inducdo a neurodiferenciacdo. A porcentagem de células com caracteristicas neurais
positivas foi de aproximadamente 30% (5).

Um estudo realizado por Koh et al. (2008) utilizando células-tronco neuronais
diferenciadas a partir de sangue de cordao umbilical em modelo de hipdxia/isquemia
em ratos, mostrou uma reducgéo da area de infarto e reducéo do déficit neurolégico (6).
As linhagens neurais derivadas de células-tronco podem ser utilizadas na terapia
celular para o tratamento de diversos danos ao sistema nervoso central (5). O
transplante de células expressando marcadores neurais pode ser uma estratégia
eficaz para reparacdo e recuperacdo funcional em modelos animais de doencas

neurodegenerativas (4).

1.1.3. Células-tronco embrionérias

As células tronco embrionarias (Embryonic Stem Cells — ESC) sao células
derivadas da massa celular interna dos blastocistos, caracterizadas pela auto-
renovacdo, imortalidade e pluripoténcia, sendo capazes de se diferenciar em células
das trés camadas germinativas, mesoderma, ectoderma e endoderma (7). Muitos
estudos tém mostrado que as células-tronco embriondrias podem derivar células
progenitoras neurais, neurdnios maduros, células gliais, podendo ser utilizadas como
fonte na terapia celular de doencas neurodegenerativas (8-10). Apesar do potencial
das células-tronco embrionarias e de sua ampla aplicacéo terapéutica, as questdes
éticas e imunoldgicas estéo relacionadas diretamente com o seu uso, limitando assim

a sua aplicacdo nas terapias celulares (11).
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Devido ao potencial que as células-tronco embrionarias apresentam,
correlacionando com suas barreiras éticas e religiosas, atualmente buscam-se
identificar, ou gerar populacdes alternativas de células-tronco com potencial de
diferenciacdo semelhante as ESC. As populacbes até hoje produzidas sao
caracterizadas por um padrdo especifico de expressdo de genes e proteinas de

pluripoténcia (4).

1.1.4. Células-tronco adultas

As células-tronco adultas (CTA) constituem uma alternativa de células para
abordagem terapéutica, possuindo capacidade de se diferenciar em diferentes tecidos.
Elas podem ser encontradas e isoladas de diversas fontes como pele, musculo, 0ssos,
tecido adiposo, entre outros. As células-tronco adultas enfrentam poucas barreiras
éticas; sua coleta é relativamente simples e sem riscos. As células-tronco, depois de
separadas, podem ser mantidas e expandidas quando colocadas em meio e condi¢bes
de cultivo adequados (12), podendo passar a expressar até mesmo marcadores de
células neurais (13).

Dois tecidos amplamente utilizados para a coleta de células-tronco adultas séo
a medula 6ssea e o sangue de corddo umbilical. As células-tronco do sangue de
corddo umbilical e da medula éssea encontram-se na fragdo mononuclear e a
separacdo dessa fracdo mononuclear permite obter um conjunto de células
indiferenciadas que expressam marcadores de pluripoténcia como Oct3/4, Sox2 e

NANOG (11).
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1.1.5. Células-tronco da medula 6ssea

z

A medula 6ssea é composta por uma mistura heterogénea de diferentes
populacdes celulares hematopoiéticas e estromais, incluindo células reticulares. Desde
a introducdo da cultura celular em meio semi-sélido, tronou-se possivel o cultivo de
células precursoras de granuldcitos e macrofagos. Outras técnicas de cultivo foram

desenvolvidas para estudos morfolégicos de células murinas e humanas (14).

1.1.6. Células-tronco de cordao umbilical

O sangue de cordao umbilical humano é uma atrativa fonte de células-tronco
adultas para transplantes, apresentando facil coleta e um alto indice de tempo de
sobrevivéncia devido a possibilidade de criopreservacdo. Por outro lado, o sangue de
corddo umbilical possui, além de células-tronco e células progenitoras, populagcdes
celulares sanguineas maduras e em processo de maturacao, resultando em uma
populacdo heterogénea, que quando colocada em cultura, apresenta uma
caracteristica de multicelularidade (15, 16).

Na fragdo mononuclear do sangue de corddo umbilical, as células tronco
mesenguimais (Mesenchymal Stem Cells — MSC’'s) sdo extremamente raras,
apresentando propor¢des de uma para cada 10° células monunucleares (15, 17, 18).
Células-tronco multipotentes derivadas de corddo umbilical possuem propriedades
similares as células-tronco multipotentes derivadas da medula 6ssea. Foi demonstrado
tanto in vivo quanto in vitro que essas células multipotentes possuem a capacidade de

se diferenciar em tecidos como neurdnios e glias (17).
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1.1.7. Células-tronco mesenquimais

A aplicacdo de células-tronco na medicina regenerativa representa uma nova
fronteira para o tratamento de diversas doencas, inclusive patologias relacionadas ao
sistema nervoso central. As células-tronco mesenquimais humanas (Human
Mesenchymal Stem Cell — hMSC) adultas podem ser isoladas da medula 6ssea, tecido
adiposo, corddo umbilical, musculo, pele e outras fontes, possuindo varias
propriedades para o tratamento de diversas doencas (19).

O conceito de célula-tronco mesenquimal surgiu a partir de experimentos
realizados por Friedenstein et al. h4 mais de quatro décadas (20). Eles observaram
uma adesdo a superficie plastica de uma populagédo celular da fracdo das células
mononucleares da medula 6ssea quando colocadas em cultura e mantidas sob
condicdes adequadas. Essa fracdo rara de células aderentes formou as chamadas
unidades formadoras de colénias (UFC), sendo isoladas das demais células que
compdem a fragcdo mononuclear da medula 0ssea. A expanséo da cultura, a partir de
clones das UFC da fracdo mononuclear da medula 6ssea, permitiu estudos em
camaras de difusdo, onde foi possivel observar a formagédo de elementos de 0sso,
cartilagem e de estroma 6sseo (14).

As hMSC tém gerado grande expectativa em relacdo as estratégias
terapéuticas devido a sua capacidade intrinseca de auto-renovacdo e diferenciagéo
em diversos tecidos. Elas sdo consideradas células-tronco potencialmente funcionais
por ja demonstrarem eficacia no tratamento de diversas doencas, como osteogénese
imperfeita, recuperacdo hematopoiética e regeneracao de tecido 6sseo (21). Apesar
das multiplas informacdes a respeito das hMSC, seu uso terapéutico, seus
mecanismos de auto-renovacado, diferenciacdo e influéncia paracrina ndo sdo bem

compreendidos e sdo alvos de investigacdo ativa.
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A comprovacdao de existéncia e funcionalidade das células mesenquimais pode
ser observada durante o desenvolvimento embrionério e em todo crescimento tecidual
pds-natal, reparo e regeneracdo ao longo da vida, além do seu papel ha manutencao
do nicho apropriado que € essencial para a hematopoiese em adultos normais (21-23).
Uma das caracteristicas hMSC é serem imunologicamente privilegiadas em relacdo as
outras células e tecidos do organismo, pois ndo expressam 0 complexo de
histocompatibilidade principal de classe Il (Major Histocompatibility Complex — MHC-
I), a ndo ser que fatores especificos estejam presentes no cultivo (24, 25).

Ao longo de uma vida, ocorre um dramatico decréscimo das MSC. Foi
observada por décadas a substituicdo das MSC’s de medula 6ssea por outras células
nucleares. Em seres humanos, ap0s 0 nascimento até a adolescéncia, ocorre um
decréscimo de aproximadamente 10 vezes o numero de células tronco mesenquimais
da medula 6ssea. Da adolescéncia até a senectude, ocorre um novo decréscimo de
aproximadamente 10 vezes o numero das MSC’s da medula éssea (24).

Dependendo do estimulo e das condi¢Bes de cultivo aplicadas, as MSC podem
se diferenciar em células sanguineas, cartilagem, musculo, gordura e outros tecidos
conectivos. Essas observacfes inicialmente sugeriram que as células-tronco
mesenquimais eram responsaveis por toda renovacdo e suporte dos tecidos
mesenquimais adultos; porém, no final do ano 2000 foi levantada a possibilidade de
que todas as células mesenquimais seriam derivadas de pericitos e estariam
presentes em todos os tecidos vascularizados, uma vez que a densidade vascular
decresce de uma a duas ordens de magnitude ao longo da vida de um individuo (26).
O mecanismo de a¢do e migragéo celular seria através da libera¢éo do pericito de sua
interacdo com o endotelio vascular local. A origem e o nimero de células mobilizadas

de diferentes locais sdo temas que cursam na atualidade cientifica (26-28).
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1.1.7.1. Mecanismos paracrinos

Atualmente, atribui-se as hMSC fatores paracrinos com potencial de promover
melhora no estado geral de um determinado dano ou a recuperacdo tecidual em
lesBes de diversas ordens (Figural). Esses efeitos paracrinos sdo descritos como:
efeito imunomodulador, efeito anti-apoptotico, efeito pré-angiogénico, efeito
guimioatrator, efeito anti-fiborose e o suporte para o crescimento e diferenciagdo de

células progenitoras enddgenas (29, 30).

1.1.7.1.1. Efeito Imunomodulador

Os efeitos das hMSCs na proliferagédo de células T possuem dois componentes
distintos: um componente dependente de contato e um componente independente de
contato. Essa concluséo resulta de estudos sobre os nutrientes e condigdes de cultura,
a ativacdo das hMSCs em combinacao com citocinas como interleucina 1 beta (IL-18),
fator de necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor - TNF-a) e IFN-y, assim como a
co-cultura da fragdo mononuclear de sangue periférico e hMSC, em todos os casos
reduzindo a proliferagdo de células T (27, 28). Estudos mostraram os efeitos das
hMSCs sobre a proliferacdo das células T sensibilizadas com fitohemaglutinina,
obtidas da fracdo mononuclear de sangue periférico, através da analise com
anticorpos para as moléculas CD3 e CD28 (31-33). O mecanismo anti-inflamatorio das
hMSCs ocorre por meio de uma série de eventos apds um dano ou decorrentes de
apoptose, ativando os receptores semelhantes ao Toll (Toll Like Receptor - TLR1) 1, 2
e 4 nas hMSC'’s. Essa ativacdo reduz a expressdo do gene Notchl que interfere na
producao de 6xido nitrico (Nitric Oxide - NO), de idoleamina 2-3 desoxigenase (IDO) e
a ativacdo de receptores TLR1,2 e 4 pelas hMSC diminuindo a proliferagédo das células
T por meio da ativacdo do fator de transcricdo do gene FoxP3 em células T

reguladoras (T), levando a redugdo da proliferacéo das células T e aumento nos
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niveis de interleucina-10 (IL-10), uma citocina que reduz a maturacdo e ativacdo das
células dendriticas e reduz os niveis de TNF-R1 e IFN-y. A produgao de IDO pelas
hMSC, causa a degradacéo do triptofano e com isso a ativacéo do fator de transcri¢cao
do gene RORyT em linfocitos Ty17 e ativacéo do fator de transcrigcdo do gene Thet em
linfécitos Tyl, diminuindo assim os niveis de IFN-y. A ativagao dos receptores TLR1, 2
e 4 também diminuem a proliferacdo de células natural killer (NK), sua citotoxicidade e

a producgéo de IFN-y, reduzindo também a diferenciacdo de macrofagos (24).

1.1.7.1.2. Efeito anti-formacgao de fibrose

Os efeitos das MSC na anti-formacdo de fibrose estdo bem elucidados em
diferentes modelos experimentais; porém, os mecanismos moleculares envolvidos
ainda ndo sao totalmente compreendidos. A aplicacdo de MSC apdés uma leséo é
eficaz na reducao de fibrose se ocorrer antes da formagéo de fibrose macica (34). O
fator basico de crescimento de fibroblastos (Basic Fibroblast Grow Factor — bFGF) e o
fator de crescimento de hepatdcitos (Hepatocyte Growth Factor — HGF) séo
atualmente conhecidos como os fatores envolvidos na prevencdo da fibrose em um
modelo de isquemia e reperfuséo de tecido adiposo. O bloqueio de bFGF no tecido
adiposo ferido gera uma diminui¢do da producéo de células CD34+ e CD31- (estroma
perivascular) e uma reducdo da fibrogénese apds uma lesao grave. O bloqueio do
HGF no tecido lesado, ndo impede a proliferacdo das células CD34+ e CD31-,
resultando em uma formacao fibrética evidente. Em situacdes de lesdo tecidual, as
células tornam-se perivasculares proliferativas e secretam HGF, que atua como
mediador anti-fibrose. A administracdo da MSC pode ser vista como uma forma de
aumentar a producéo local de HGF e provavelmente de outros fatores, evitando assim

a formacao de fibrose (30, 35, 36).
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1.1.7.1.3. Efeito de estimulo a células precursoras endégenas

As MSC promovem a hematopoiese in vitro por meio da secrecdo de alguns
fatores soluveis especificos que sao fator de células-tronco (Stem Cell Factor — SCF),
fator inibidor de leucemia (Leukemia Inhibitory Factor — LIF), interleucina-6 (IL-6) e
fator estimulador de colénia de macréfagos (Macrophage Colony Stimulating Factor -
MCSF). A hematopoiese pode ainda ser intensificada pelo aumento da producéo de
IL1-a, fator estimulador de col6nia de granulécitos (Granulocyte Colony Stimulating
Factor — GCSF) e fator estimulador de colénia de macréfagos e granulécitos
(Granulocyte Colony Stimulating Factor — GMCSF) (37, 38). In vivo, as MSC’s
possuem o papel de sustentar as células hematopoiéticas através da secrecao de fator
derivado de estroma 1 (Stromal-Derived Factor 1 — SDF1), 0 que sugere que o suporte
hematopoiético, observado in vitro, mimetiza alguns aspectos observados em
condi¢des fisioloégicas in vivo (39). Em um estudo utilizando modelo de leséo
isquémica no cérebro de camundongos, as células do parénquima dos vasos
sanguineos passaram a expressar SDF1 e angiopoetina 1, recrutando e precursores
neurais e promovendo neurogénese. A expressao desses fatores é uma caracteristica
das células do pericito, indicando que essas células podem ser responsaveis pelo

recrutamento e suporte de células precursoras (40).

1.1.7.1.4. Efeito pré-angiogénico e anti-apoptético

O efeito pro-angiogénico atribuido as MSC exerce um grande efeito na
manutencdo do local da lesdo, uma vez que o restabelecimento do fornecimento
sanguineo é fundamental para a recuperacédo de um tecido lesado (30). O efeito pré-
angiogénico das MSC foi demonstrado em um modelo de isquemia de membro em
camundongos. Nesse estudo, os autores detectaram os fatores bFGF, fator de
crescimento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor — VEGF), fator de

crescimento placentario (Placental Growth Factor — PIGF) e proteina quimiotatica de
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mondcitos (Monocyte Chemotactic Protein - MCP) uma hora apés a aplicacdo local
das células. Outros estudos demonstraram que as MSC em cultivo produzem altas
concentracdes de fatores pré-angiogénicos e anti-apoptéticos, que sdo capazes de
inibir a morte de células endoteliais cultivadas sob condi¢cdes de hipdxia e ativam a
formacdo de vasos, fornecendo os componentes da matriz extra-celular que atuam

como substrato para células endoteliais (41-43).

1.1.7.1.5. Efeito de quimioatragdo

Culturas de MSC secretam diversas moléculas com potencial de
quimioatracdo, sdo elas: CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1b), CCL5
(RANTES), CCL7 (MCP 3), CCL20 (MIP-3a), CCL26 (eotaxina-3), CX3CL1
(fractalquine), CXCL5 (ENA-78), CXCL11 (i-TAC), CXCL1 (GROa), CXCL12 (SDF-1),
CXCL8 (IL-8), CXCL2 (GROb) and CXCL10 (IP-10). As moléculas atuam sobre os
eosinofilos, neutrdéfilos, mondcitos, basdfilos, células T, células B, células dendriticas,
células progenitoras hematopoiéticas e progenitoras endoteliais (30). O padrao de
expressao dessas moléculas quimioatratoras pode ser modificado pela exposicdo a

outros tipos celulares, especialmente células do sistema imune (44).
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Figura 1 — Fatores paracrinos das células-tronco mesenquimais. com potencial de promover melhora
no estado geral de uma determinada injdria ou a recuperacao tecidual em lesGes de diversas ordens
associados as células-tronco mesenquimais. Modificado de Meirelles et. al (30)
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1.1.6.2. Caracterizacdo das células-tronco mesenquimais

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for Cellular
Therapy - ISCT) propds em 2006 alguns critérios basicos para definicdo das hMSC
com base em investigacdes cientificas e estudos pré-clinicos. Os critérios que definem
as hMSC séo: a) aderéncia em plastico, quando mantidas em condic8es de cultura; b)
expressao dos antigenos especificos de superficie, em que pelo menos 95% da
populacdo de hCTM devem expressar os antigenos CD105, CD73 e CD90 e, no
maximo, 2% expressando os antigenos de superficie CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e HLA classe Il; c¢) potencial multipotente de diferenciagdo em
osteoblastos, adipocitos e condroblastos, utilizando meios indutores de diferenciacao.
Considerando o grande numero de pesquisas envolvendo células-tronco
mesenguimais nas Ultimas duas décadas, o grande interesse clinico ao uso dessas
células e a necessidade de estabelecer um padrdo de definicdo de células da

linhagem mesenquimal, tornou-se necessario o estabelecimento desses critérios (45).
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1.2. FIBROBLASTOS

Os fibroblastos sdo encontrados no estroma de diferentes tecidos; eles
desempenham um papel fundamental na manutencéo da integridade e homeostase do
tecido conjuntivo, sendo as principais células envolvidas no processo de reparo
tecidual (46). Fibroblastos NIH 3T3 sdo derivados de células embrionarias de
camundongos e foram descritos pela primeira vez em 1963 por Tonaro e Green. Em
seu estudo, foram avaliadas quantitativamente o crescimento de células embrionarias
de camundongos em cultura para o estabelecimento de linhagens padréo a partir de
diferentes densidades de inoculacao iniciais e diferentes periodos de transferéncia.

As células-tronco mesenquimais e fibroblastos maduros compartilham diversas
caracteristicas morfolégicas e funcionais, até mesmo caracteristicas peculiares de
classificagdo estabelecidas pela ISCT, como a adesdo ao plastico, expressdo de
moléculas CD73 e CD75 e auséncia de expressdo das moléculas CD14, CD34 e
CD45, além da diferenciagédo induzida para linhagem osteogénica e adipogénica (47,
48). Diversas similaridades entre os fibroblastos e as células-tronco mesenquimais ja
foram descritas, como a localizacdo dessas células em todos os 6rgdo do corpo,
sendo de origem endotelial, epitelial e hematopoiético, com capacidade de sintetizar e
remodelar a matriz extra celular (49, 50). Caracteristicas de células indiferenciadas ja
foram atribuidas aos fibroblastos maduros, como por exemplo, em resposta a
ferimentos, mecanismos de estresse tecidual e inflamacéo. Alguns fibroblastos atuam
no local de ferimentos através de migracdo, proliferando para restabelecer a
homeostasia dos tecidos reduzindo a inflamacao local (50, 51). Porém, o reparo
associado aos fibroblastos em um eventual insulto continuado, pode causar
inflamacado cronica e a formagédo de fibrose (52), diferente do que € associado ao

tratamento de les@es utilizando células-tronco mesenquimais (29).
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1.3. REPROGRAMACAO CELULAR

A reprogramacédo de células somaticas adultas € uma abordagem atraente e
promissora para a medicina regenerativa, possibilitando também o estudo in vitro de
doencas genéticas complexas que ainda ndo sdo bem compreendidas. O objetivo da
reprogramacao € gerar células-tronco pluripotentes isogénicas derivadas de células
adultas sométicas, de modo que ndo ocorra rejeicdo do enxerto apds o transplante
para o hospedeiro. As células somaticas podem ser reprogramadas através da
transferéncia nuclear, em ovdcitos anucleados, pela fusdo celular entre células
somaticas e células embrionarias, indicando que ovdcitos anucleados e células
embrionarias podem conferir totipoténcia ou pluripoténcia as células somaticas (53) ou

entdo transfecgéo génica (53).

1.3.1. Transferéncia Nuclear

A transferéncia nuclear entre células somaticas foi um dos primeiros métodos
para reprogramar as células terminalmente diferenciadas. Este método consiste em
transferir nlcleos de células doadoras para o interior de od6citos anucleados,
resultando na producao de células com caracteristicas geneticamente idénticas ao

doador do nucleo, denominados de clones terapéuticos (54).

1.3.2. Fusao Celular

A reprogramacdo através da fusd@o celular ocorre entre células sométicas e
células tronco embrionarias, as quais sdo capazes de produzirem células

reprogramadas apos hibridizacéo celular, denominadas hibridomas (55).
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1.3.3. Cultivo com extrato embrionéario

Ja foi demonstrado que fibroblastos da linhagem NIH-3T3, apds a exposicao a
extratos de células embrionarias de camundongos, foram capazes de se reprogramar,
retornando a um estagio de pluripoténcia, o qual foi comprovado pela expressao do
gene Oct3/4. Além disso, apdés a inducdo ou por estimulos, estas células foram
capazes de se diferenciarem em diferentes tipos celulares, como células endoteliais,
neuronais, adipdcitos e cardiomiécitos. Quando transplantadas em modelos animais
de isquemia ou infarto agudo do miocardio induzidos cirurgicamente, funcdes
fisiologicas e anatbmicas no sitio da lesdo melhoraram significativamente,

demonstrando uma capacidade de reparacéo tecidual (56).

1.3.4. Células-tronco Pluripotente Induzidas (iPS)

As células somaticas podem ser reprogramadas pela adicdo de genes, 0s
guais ativam seletivamente fatores de transcri¢cdo, em células somaticas. Em 2006, os
pesquisadores japoneses Takahashi e Yamanaka, apresentaram esta técnica de
producdo de células pluripotentes através da reprogramacdo de fibroblastos de
camundongos e, em 2007, em células humanas. Estas células foram reprogramadas
pela adicdo de quatro genes: Oct3/4, SOX-2, KLF-4 e c-Myc, por meio de vetores
virais, e esta reprogramacdo pode ocorrer em diferentes tipos celulares. As células
produzidas por esse método sdo chamadas de células-tronco de pluripoténcia
induzidas (Induced Pluripotent Stem Cells - iPS) e sdo muito similares as células-
tronco embrionarias, apresentando as mesmas caracteristicas de auto-renovacao e

potencial de diferenciacdo (53, 57)
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OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de reprogramacao de fibroblastos e a diferenciacdo neural
apés co-cultivo com células da fracdo mononuclear de sangue de corddo umbilical

humano.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a possivel transcricdo de genes de pluripoténcia nas células
diferenciadas em contato direto com células indiferenciadas;

e Avaliar o nivel de indiferenciacdo de fibroblastos apos co-cultivo com
células da fracdo mononuclear de cordao umbilical utilizando de
indicadores mesodérmicos;

e Analisar o potencial de diferenciagcdo neural de fibroblastos co-
cultivados induzidos a neurodiferenciacédo identificando marcadores

especificos por imunoflurescéncia.
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3. METODOLOGIA

3.1. ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pela Comisséo Cientifica e pelo Comité de Etica em
Pesquisa da PUCRS (CEP11/05504). As células da fragcdo mononuclear de cordao
umbilical humano foram obtidas de quatro pacientes no Hospital S&do Lucas da PUC-

RS apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

3.2. OBTENCAO DAS CELULAS E SEPARACAO DA FRACAO MONONUCLEAR

A coleta foi realizada através de puncdo das artérias e veias do cordao
umbilical e placenta utilizando seringas de 20 ml com 5.000 U de heparina (Figura 2).
Para a separacdo da fracdo mononuclear, as células foram diluidas em meio RPMI
1640 (1:1) (Gibco). As suspensfes foram fracionadas em um gradiente de densidade
gerado por centrifugacdo sobre Histopaque na densidade de 1,077 g/mL (Sigma-
Aldrich) a 400 g durante 30 minutos a 25°C. A fracdo mononuclear, situada sobre a
interface com o Histopaque, foi coletada e lavada duas vezes com solucéo salina 0,9%
estéril através de centrifugacdo a 400 g por 5 minutos (Figura 3). A viabilidade celular

foi avaliada pelo método de exclusao com azul de tripan 0,4%.

3.3. CULTURA DA FRACAO MONONUCLEAR

A fracdo mononuclear foi colocada em cultura em meio DMEM (Sigma-Aldrich)
suplementado com L-glutamina, 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100
U/mL de estreptomicina e 100 pg/mL de gentamicina, com densidade de 10" células
por frasco. A cultura foi mantida em estufa imida a 37°C com 5% CO, por seis dias

(Figura 4).
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Figura 2 — Fotografia da puncédo de um corddo umbilical para obtencdo do sangue. (Fonte: Michele
Domingues)

Figura 3 — Fotografia das diferentes fases obtidas ap6s a centrifugacdo sobre histopaque. A seta
indica a localizagdo das células mononucleares. (Fonte: Michele Domingues)

Figura 4 — Fotografia mostrando o preparo do cultivo da fragdo mononuclear do sangue de cordao
umbilical. (Fonte: Michele Domingues)
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3.4. CO-CULTURA COM FIBROBLASTOS

No sexto dia de incubacao, as culturas da fracdo mononuclear do sangue de
corddo umbilical foram contaminadas com células de fibroblasto de camundongo da
linhagem NIH 3T3 (American Type Culture Collection - ATCC n° CRL-1658™
Rockville, MD) a uma densidade de cultivo de 10° células por garrafa de 75 cm? Ap6s
seis dias de cultivo, as células alcancaram confluéncia superior a 80% e foram
removidas com 8 mL de Tripsina/EDTA 0,25% (GIBCO). Foi realizada estimativa da
densidade celular e teste de viabilidade com camara de Neubauer. Esta etapa foi

caracterizada como fase | do experimento.

3.5. DIFERENCIACAO MESODERMICA

Apos seis dias de co-cultivo dos fibroblastos com as células mononucleares do
sangue de corddo umbilical, o sobrenadante foi retirado e os fibroblastos passaram
pelos protocolos de diferenciacdo adipogénica e osteogénica previamente descritos
por Phinney et al. 1999 (58). A diferenciacdo adipogénica foi induzida nas culturas
durante quatro semanas, através da suplementacéo do meio DMEM com 10 mol/L de
dexametasona e 5 pg/mL de insulina. A diferenciagdo osteogénica foi induzida durante
quatro semanas de cultura através da suplementagéo do meio DMEM com 10°® mol/L

de dexametasona, 5 pg/mL de acido ascorbico 2-fosfato e 10 mmol/L B-glicerolfosfato.

3.6. PROTOCOLO DE NEURODIFERENCIACAO

O método de neurodiferenciacéo utilizado foi adaptado a partir daquele descrito
por Song et al. 2008 (59). As células foram cultivadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich)
suplementado com 0,001% de B-mercaptoetanol (Gibco), 10% de soro fetal bovino,

100 U.l./mL de penicilina, 100 U.l./mL de estreptomicina e 100 pug/mL de gentamicina.
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As células foram cultivadas por um periodo de trés dias a 37°C com 5% CO,. O
término desse periodo caracteriza a fase Il. A seguir, as culturas foram novamente
tratadas com tripsina/EDTA 0,25% e as células foram entdo cultivadas em meio
DMEM/F12 (Gibco), 10% soro fetal bovino, penicilina, estreptomicina e gentamicina
nas mesmas concentracées por um periodo de trés dias, estabelecendo assim ao
término desse periodo a fase Ill. As culturas foram novamente tratadas com
tripsina/EDTA 0,25% e as células foram cultivadas em placas de seis po¢cos em meio
Neurobasal Medium N5 (Gibco) suplementado com 20 ng/mL de fator neurotréfico
derivado de cérebro (Brain Derived Neurotropic Factor - BDNF) (Sigma-Aldrich), 20
ng/mL de fator de crescimento de granuldcitos (Granulocyte Colony Stimulating Factor
- GCSF) (Bergamo), soro fetal bovino, penicilina, estreptomicina e gentamicina. As
culturas foram mantidas sob as mesmas condi¢cdes por um periodo de sete dias,

estabelecendo a fase final do experimento (fase V).

3.7. MARCACAO DA DIFERENCIACAO MESODERMICA

Para confirmacdo da diferenciacdo em células da linhagem de adipdcitos, as
células foram fixadas com paraformaldeido 4% a temperatura ambiente e coradas com
solucdo de Oil Red O (Sigma-Aldrich). Para a diferenciacdo osteogénica, as culturas
foram lavadas com DPBS e coradas por cinco minutos a temperatura ambiente com

Alizarin Red S (Nuclear) observagéo do depdsito de calcio.

3.8. AVALIACAO DO DOMINIO CELULAR APOS O CO-CULTIVO

O dominio do cultivo (fibroblastos e/ou fragdo mononuclear de sangue de
corddo umbilical) foi identificado pela técnica de PCR. Apds os sete dias de co-cultivo,
o DNA das amostras foi extraido com fenol/cloroférmio. O material foi macerado em

microtubos contendo os 300ul do tamp&o PBS. Foram adicionados 600ul de Trizol
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(Sigma-Aldrich) e 120ul de cloroférmio (Merk), o contetdo foi homogeneizado
utilizando vortex (Genie) e centrifugado a 14000 RPM por 10 minutos (Eppendorf
5417). O sobrenadante foi preservado e adicionado a ele 70% de seu volume de alcool
isopropilico (Merk). O contetdo foi ressuspendido e armazenado a -20°C overnight. O
material foi novamente centrifugado a 1400 RPM por 10 minutos e o sobrenadante
descartado. O pellet formado foi ressuspendido em 40 ul de agua ultra pura. O DNA
extraido foi amplificado em termociclador (PTC-200/MJ Research) empregando
oligonucleotideos complementares a sequéncia do gene IL-2 de camundongo (D — 5'-
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3' / R — 55GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATC-
3) e B-actina humano (D - 5-TCCCTGTACGCCTCTGGXCATA-3 /| R - 5-
CCTTCTGCATCCTGTTGGTGATGCTA-3. Como controle positivo e controle de
especificidade de cada par de oligonucleotideos utilizados na amplificacao, foram
ensaiados juntamente com cada reacdo, amostras de DNA humano extraido de

sangue periférico e amostras de DNA extraidas de tecido de camundongo C57/BL6.

3.9. EXTRACAO DE RNA E RT-PCR

A extracdo de RNA foi realizada utilizando kit RNA SV-Total (Promega),
conforme orientacdo do fabricante. Os RNAs foram extraidos ao final da etapa de co-
cultivo das células NIH-3T3 com a fragdo mononuclear das células do sangue de
corddo umbilical. A sintese de cDNA foi realizada utilizando kit High Capacity cDNA
Reverse Trancription (Applied Biosystems) conforme orientagdo do fabricante. Para
avaliacdo do potencial de indiferencia¢do das células 3T3 em co-cultivo com a fragcédo
mononuclear do sangue de corddo umbilical foram utilizados primers complementares
a sequencia dos mRNAs transcritos pelos genes KFL4 (D - 5-
CCGTTGGCGTGAGGAACTCT-3" / R — 5-ATACTGGGTCCAACTCCGGC-3’), SOX2

(D — 5- AGACCGAGAAGCGGCCGTTCA-3'/ R - 5- ATGCGCTGGTTCACGCCCGC)



e OCT3/4 (D - 5- TACGAGTTCTGCGGAGGGAT [/ R - 5-

TCATTGTTGTCGGCTTCCTC).

3.10. IMUNOCITOQUIMICA POR FLUORESCENCIA PARA MARCACAO
NEURAL

O meio de cultura foi aspirado e as células foram fixadas com paraformaldeido
4% por 30 minutos. As culturas foram lavadas com tampédo Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (DPBS) e foi adicionado 1 mL por poc¢o de solucdo de bloqueio (Soro
Fetal Bovino e Albumina Sérica Bovina) e incubado por uma hora a temperatura
ambiente. Apés, foi adicionado o anticorpo Fluoropan Neuronal Marker (Chemicon)
conjugado com isoticinato fluoresceina isothicyanate (FITC) diluido em tampédo de
blogueio (1:100). Esse anticorpo é composto de um conjunto de anticorpos formado
por anti-nucleo neuronal (NeuN), anti-citoesqueleto neuronal (NFL), anti-microtubulo
neuronal (MAP2) e anti microtubulo neuronal (B-tubulina 1ll) para caracterizagdo da
citoarquitetura e polarizacdo neuronal. As células foram incubadas a temperatura
ambiente por duas horas. A seguir, foi adicionado 4',6-diamidino-2-phenilindol (DAPI) a
0,01% para marcacao nuclear. As amostras foram lavadas duas vezes com tamp&o
DPBS. As células foram analisadas utilizando microscépio confocal Zeiss LSM-5
exciter. Para analise quantitativa, foram selecionados, aleatoriamente, 10 campos
visuais utilizando lentes objetivas de 20X, respeitando o nimero minimo de 20 células
analisadas a partir da marcacdo de DAPI. Para avaliagcdo qualitativa das marcacgoes,
foram realizadas capturas tridimensionais através da ferramenta Z-stack do software

Zeen (Carl Zeiss).
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3.11. AVALIACAO DE PROLIFERACAO CELULAR

Para avaliacdo da proliferacdo celular em cada etapa do protocolo de
neurodiferenciacdo, as células foram cultivadas em placas de 24 pocos com
densidade inicial de 2x10* células por poco. Ao final de cada etapa da
neurodiferenciacdo, as células foram tripsinizadas e a densidade celular foi estimada
pela técnica de contagem em camara de Neubauer com método de exclusao por azul

de tripan 0,4%.

3.12. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA de uma via
(software PRISM, Inc.) através do teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de multipla
comparagao de Dunn’s, considerando resultados estatisticamente significativos se

p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. DOMINIO DO CO-CULTIVO PELOS FIBROBLASTOS

Apds os seis dias de contaminacdo dos fibroblastos com as células
mononucleares de corddo umbilical, as culturas adquiriram confluéncia superior a
80%, perfazendo um dominio das células de fibroblastos sobre as mononucleares de
corddo umbilical. Esse dominio da linhagem dos fibroblastos sobre os co-cultivos foi
confirmado pela técnica de PCR, apresentando resultados positivos para o gene IL2

(camundongo) e negativo para o gene 3-actina (humano) (Figura 5)

B-ACT B-ACT B-ACT

S e e e co0rs

Figura 5 — Fotografia dos produtos da PCR para os genes IL-2 e B-actina apds eletroforese em gel
de agarose 2%. Marc: Marcador de peso molecular de 100 pb; B-act: produto da PCR com iniciadores
para um segmento do gene da B-actina humana; CR: Controle da reacdo sem presenca de DNA; IL-2:
produto da PCR com iniciadores para um segmento do gene IL-2 de camundongo.

4.2. DIFERENCIACAO MESODERMICA

A diferenciacdo adipogénica e osteogénica induzida segundo Phinney et al.
1999 foi caracterizada positivamente através dos corantes Oil Red e Alizarin Red
(Figura 6). Todas as células analisadas apresentaram positividade para a coloracao
com Oil Red, caracterizada pela coloracdo do citosol, evidenciando a diferenciacéo

adipogénica induzida. A coloragdo com Alizarin também pode ser observada em todas
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as células que passaram pelo protocolo de diferenciagdo osteogénica, caracterizando

a presenca de deposito de célcio no citosol das células.
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Figura 6 — Captura de imagem da diferenciagdo mesodérmica. A: Diferenciagdo adipogénica
caracterizada pela marcacdo com Oil Red. B: Diferenciacdo osteogénica caracterizada pela marcacao

com Alizarin Red.

4.3. PLURIPOTENCIA DAS CELULAS CO-CULTIVADAS

Os fibroblastos NIH 3T3 ap0s sete dias em co-cultivo com a fragéo

mononuclear do sangue de corddo umbilical passaram a expressar o gene KLF4

(Figura 7). Os mRNAs dos genes Oct3/4 e Sox2 ndo foram detectados a partir da

técnica de RT-PCR. Houve detec¢éo dos transcritos do gene KLF4 nas amostras dos

guatro grupos co-cultivados PCT(1,2,3,4)F4 antes da neurodiferencia¢éo. O grupo 3T3

ndo apresentou expressdo de nenhum dos primers testados exceto ao controle

enddgeno IL2 de camundongo.
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PCT2 PCT3

Figura 7 — Fotografia dos produtos da PCR para o gene KLF-4 apoés eletroforese em gel de agarose
2%. Marc: Marcador de peso molecular de 100 pb; 3T3: produto da PCR com iniciadores para um
segmento do gene da KLF-4 em fibroblastos sem co-cultivo; PCT 1, 2, 3 e 4: produtos da PCR com
iniciadores para um segmento do gene KLF-4 nos fibroblastos co-cultivados com a fragdo mononuclear do
sangue de corddo umbilical de quatro pacientes.

4.4. IMUNOCITOQUIMICA POR FLUORESCENCIA

A avaliacdo da neurodiferenciagdo atraves foi realizada em cultivo de
fibroblastos de camundongo linhagem NIH 3T3 que ndo passaram por co-cultivo com
células mononucleares de corddo umbilical e ndo passaram por protocolo de
neurodiferenciacdo (3T3), em fibroblastos de camundongo NIH 3T3 que passaram
pelo co-cultivo com células mononucleares de corddo umbilical e ndo passaram pelo
prtocolo de neurodiferenciacdo (CC-ND), em fibroblastos de camundongos NIH 3T3
qua ndo passaram pelo co-cultivo e foram submetidos ao protocolo de
neurodiferenciacdo (3T3D) e em fibroblastos de camundongos NIH3T3 que foram co-
cultivados separadamente com células da fracdo mononuclear de quatro diferentes
pacientes (PCT1,2,3,4) F4.

Observou-se quase nula a marcacdo do anticorpo em células de fibroblastos
gue nao passaram pelo co-cultivo (3T3) (Figura 8), em células que ndo passaram pelo

co-cultivo e sim pelo protocolo de neurodiferenciacédo (3T3D) (Figura 9) e em células
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que passaram pelo co-cultivo e ndo pelo protocolo de neurodiferenciacdo (CCND)
(Figura 10) A marcacao evidenciada nos grupos co-cultivados e neurodiferenciados
foram distribuidas ao longo das células, indicando a positividade do conjunto de
diferentes anticorpos utilizados no estudo (Figuras 11, 12, 13 e 14), podendo ser
evidenciada marcacao nuclear e ao longo dos prolongamentos celulares, indicando
gque as células passaram a expressar marcadores especificos de estruturas neuronais
diferenciadas quando co-cultivadas com células mononucleares de corddo umbilical e

aplicado protocolo de neurodiferenciacao.

Figura 8 — Captura de imagem do grupo 3T3 por microscopia confocal. DAPI: marcac¢do nuclear;
FITC: marcacéo do anticorpo FluoroPan Neuronal; MERGE: co-localizac@o das imagens.
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Figura 9 — Captura de imagem do grupo 3T3D por microscopia confocal. DAPI: marcagdo nuclear;
FITC: marcacéo do anticorpo FluoroPan Neuronal; MERGE: colocalizagdo das imagens.

Figura 10 — Captura de imagem do grupo CC(ND) por microscopia confocal. DAPI: marcacéo
nuclear; FITC: marcagéo do anticorpo FluoroPan Neuronal; MERGE: colocalizagdo das imagens.



42

Figura 11 — Captura de imagem do grupo PCT1 por microscopia confocal. DAPI: marcag¢éo nuclear;
FITC: marcacéo do anticorpo FluoroPan Neuronal; MERGE: colocalizacdo das imagens.
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Figura 12 — Captura de imagem do grupo PCT2 por microscopia confocal. DAPI: marcac&o nuclear;
FITC: marcacéo do anticorpo FluoroPan Neuronal; MERGE: colocalizacdo das imagens.
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Figura 13 — Captura de imagem do grupo PCT3 por microscopia confocal. DAPI: marcag¢éo nuclear;
FITC: marcagéo do anticorpo FluoroPan Neuronal; MERGE: colocalizagdo das imagens.

Figura 14 — Captura de imagem do grupo PCT4 por microscopia confocal. DAPI: marcacao nuclear;
FITC: marcacéo do anticorpo FluoroPan Neuronal; MERGE: colocalizagdo das imagens.
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Para avaliacdo quantitativa, foram selecionados os paradmetros de area,
diametro, dimenséo fractal e densidade Optica (Figura 15). Quando analisado o
parametro area, que indica a quantificacdo espacial e bidimensional de superficie das
culturas, o grupo 3T3, o grupo CC-ND e o grupo 3T3D apresentaram resultados
estatisticamente significativos quando comparados aos quatro grupos co-cultivados e
neurodiferenciados PCT(1,2,3,4)F4 (p<0,05). Na analise do parametro diametro, os
grupos 3T3, CC-ND e 3T3D apresentaram resultados estaticamente significativos em
relacdo aos co-cultivos neurodiferenciados (p<0,05). Apenas o controle CC(ND) em
relacéo ao grupo PCT1, ndo apresentou diferenca estatistica, pois houve um aumento
do didmetro de marcagéo no grupo CC(ND).

O parametro dimensao fractal, que elucida os niveis de irregularidades da
marcacgao, apresentou resultados com diferenca estatistica em trés grupos testados
em relacdo aos trés controles (p<0,05), sendo o grupo PCT1 o uUnico que nao
apresentou resultados estatisticamente significativos em comparagdo a nenhum
controle. Na avaliagdo da densidade Optica, que indica o grau de intensidade de
marcacdo, o0 grupo 3T3D apresentou resultados estatisticamente significativos
(p<0,05) quando comparado com os quatro grupos de PCT(1,2,3,4)F4, os grupos 3T3
e CC-ND somente nao apresentaram resultados estatisticamente significativos quando

comparados ao grupo PCT1F4.
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Figura 15
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4.5. ENSAIO DE PROLIFERAGCAO CELULAR

Os fibroblastos inicialmente co-cultivados por sete dias com a fracédo
mononuclear de corddo umbilical, cultivados em meio DMEM por trés dias (3T3)
apresentaram um crescimento populacional de 2X10* para 5,8X10%. No protocolo de
neurodiferenciacdo aplicado, as células cultivadas por trés dias no meio suplementado
com B-mercaptoetanol (FIl) apresentaram um crescimento de 2X10* para 7,4X10%
Esses células foram re-cultivadas por trés dias em meio DMEM/F12 (Flll) e
apresentaram um crescimento de 2X10* para 7,3X10* e quando cultivadas por sete
dias em meio N5 suplementado com neurotrofinas e fatores de crescimento (FIV) as

células passaram de 2X10* para 1,8X10* (Figura 16).
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Figura 16 - Histograma representando o crescimento populacional do protocolo de
neurodiferenciacdo. 3T3: fibroblastos cultivados por trés dias em DMEM; FII, 11l e FIV: fibroblastos apés

o co-cultivo nas distintas fases da neurodiferenciacéo.
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5. DISCUSSAO

A reprogramacao celular pode ser realizada por diferentes maneiras, entre elas
transferéncia nuclear, fusdo de células somaticas com células embrionaria e a
reprogramacao por transfeccédo génica (53, 54, 60, 61). Nossos resultados sugerem
que o co-cultivo dos fibroblastos com células da fragcdo mononuclear do sangue de
corddo umbilical por sete dias pode modular os fibroblastos em relagdo a sua
plasticidade. Esse tempo de cultivo foi suficiente para que os fibroblastos tivessem
dominio absoluto do cultura, confirmado pela técnica de PCR utilizando marcadores
humanos e de camundongos. Esse dominio pode ser associado a pouca quantidade e
a dificuldade de adesao das células mesenquimais presentes no sangue de cordao
umbilical, sendo essas células uma populacdo extremamente rara, alcancando
proporcdes de 1 a cada 10° células da fragdo mononuclear do sangue de corddo
umbilical (18), bem como a taxa de crescimento exponencial das células da linhagem
de fibroblastos de camundongo NIH 3T3 que se da a cada 22,5 + 2,5 horas (62),
tornando esse co-cultivo altamente promissor ao dominio dos fibroblastos. A
caracterizacdo da homogeidade dos cultivos pela técnica de PCR permite descrever
os resultados de reprogramacao e de neurodiferenciacéo, diretamente associados aos
fibroblastos e ndo a uma fusao de células ou uma populacéo de células mesenquimais
de sangue de corddo umbilical e fibroblastos juntos, assim, as células em que a
investigacdo de genes de pluripoténcia, a diferenciacdo mesodérmica e o protocolo de
neurodiferenciagcdo foram aplicados eram fibroblastos de camundongos NIH 3T3. A
técnica de PCR aplicada nesse estudo utiliza componentes basicos e o complexo
maquinario de replicacdo para amplificar um fragmento de DNA. Com um numero
baixo de moléculas presentes no inicio da reacdo de PCR pode-se amplificar um
grande numero de moléculas de DNA. A deteccao de diferentes linhagens em co-

cultivo pode ser determinada através da técnica de PCR em um curto espago de
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tempo com uma resposta segura e eficiente, sendo detectada com até 1% de nivel de
contaminacéo de linhagens co-cultivadas (63-66).

Apébs o co-cultivo das células 3T3 com as células mononucelares de sangue de
cordao umbilical a verificacdo da transcricdo do mRNA do gene KLF4 indica que esse
processo pode promover fatores de transcricdo para esse gene, ndo ocorrendo com o0s
genes SOX2 e Oct3/4. O gene KLF4 junto com outros genes (KLF2, KLF5, Oct4,
SOX2 e Nanog) formam o chamado circuito molecular essencial para auto-renovacao
das células pluripotentes. Cada gene da familia dos KLFs pode desempenhar um
papel diferente e especifico na manutencdo do estado de pluripoténcia das células
embrionarias de ratos (67). Recentemente os genes da familia KLF receberam
atencdo especial ap6s a comprovacdo que células somaticas podem ser
reprogramadas em células pluripotente induzidas, chamadas de iPS, através da
transfeccdo de um coquetel de genes de pluripoténcia, entre eles o gene KLF4.
Takahashi e Yamanaka em 2006 (53), mostraram que de uma selecdo de 24 genes
candidatos a promocdo de pluripoténcia devido as suas importantes fungbes na
manutencdo e identidade das célula-tronco embrionéarias, os genes Oct3/4, SOX2,
cMyc e KLF4 foram essenciais e suficientes para promover pluripoténcias em
fibroblastos adultos. Os KLFs e os genes Oct3/4, SOX2 e Nanog estdao fortemente
interligados uma vez que KLF2, KLF4 e KLF5 ativa a expressao de Nanog, Oct3/4 e
SOX2, onde Oct3/4 ativa KLF2 e Nanog ativa KLF4 e KLF5 formando uma rede de
retro-transcricdo pois os promotores de cada um desses genes (Oct3/4, SOX2 e
Nanog) possuem sitios de ligacdo para os trés fatores de transcricdo e interrupgéo
(67-69). Na nossa amostra, a positividade para KLF4 em sete dias de co-cultivo pode
ser relacionada com o inicio do processo de pluripoténcia nos fibroblastos, indicando
uma reprogramacao primaria dessas células pois apés a indugéo a diferenciacdo de
células embrionarias de ratos em cultura, a transcricdo de KLF4 diminuida muito

inicialmente em relacédo a KLF2 e outros genes do circuito de pluripoténcia, indicando
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uma desconstrucdo progressiva do circuito molecular da pluripoténcia iniciado pelo
gene KLF4 (67, 69, 70).

A diferenciacdo mesodérmica é um dos trés critérios minimos estabelecidos
pela Sociedade Internacional de Terapia Celular para caracterizacdo de linhagem
mesenquimal derivada de qualquer tecido em potencial (45). A caracterizacdo
mesodérmica das células-tronco mesenquimais juntamente com o perfil de marcacao
de imunofenotipagem especifico e a adesdo ao plastico permite a distingdo das
células-tronco mesenquimais das demais células com potencial de adesdo quando
colocado em cultura. Essa caracterizagdo foi descrita devido ao grande numero de
pesquisas envolvendo células-tronco mesenquimais nas Ultimas duas décadas e o
grande interesse clinico ao uso dessas células a fim de estabelecer um padrdo de
inclusdo das células da linhagem mesenquimal (45). A diferenciacdo mesodérmica
pode ser considerada um indicio de classificacdo de células pluripotentes. O co-cultivo
das células 3T3 com as células mononucleares de cordao umbilical permitiu a
diferenciagdo mesodérmica dos fibroblastos ap0s protocolo de diferenciacdo. Essa
caracterizacdo indica que o co-cultivo foi capaz de fazer os fibroblastos adquirirem
caracteristicas de células-tronco mesenquimais, colocando em um nivel de
plasticidade capaz de permitir a diferenciagdo osteogénica e adipogénica induzida
apés o co-cultivo. Por outro lado, as células-tronco mesenquimais e fibroblastos
maduros dividem diversas caracteristicas morfolégicas e funcionais, até mesmo
caracteristicas peculiares de classificacdo estabelecidas pela Sociedade Internacional
de Pesquisas com Células-tronco (ISSCR), como a adeséo ao plastico, imunofendtipo
positivo para CD73 e CD75, negativo para CD14, CD34 e CD45, além da
diferenciacéo da induzida para linhagem osteogénica e adipogénica. (47, 48). Diversas
similaridades entre os fibroblastos e as células-tronco mesenquimais ja foram
descritas até hoje, a localizacdo dessas células em todos os 6rgao do corpo, sendo de
origem endotelial, epitelial e hematopoiético, com capacidade de sintetizar e remodelar

a matriz extra celular (49, 50). A avaliacdo de genes de pluripoténcia e
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neurodiferenciacdo de fibroblastos de camundongo NIH 3T3 ainda ndo foi descrita ha
literatura. Caracteristicas de células indiferenciadas ja foram descritas em fibroblastos
maduros, como por exemplo em resposta a ferimentos, mecanismos de estresse
tecidual, inflamag®es, alguns fibroblastos participam no sitio de ferimentos através da
migracdo, proliferacdo para restabelecer a homeostasia dos tecidos a partir da
reducdo da inflamacao local (50, 51), porém, o reparo associado aos fibroblastos em
um eventual insulto continuado, pode causar inflamacédo crbnica e a formacdo de
fibrose (52), diferente do que é associado ao tratamento de lesfes utilizando células-
tronco mesenquimais (29). Os fibroblastos adultos também podem secretar fatores
como FGF, KGF, LIF para a sobrevivéncia celular além de citocinas
imunomoduladoras potencialmente capazes de suprimir sitios inflamatorios, tendo
mecanismos de estimulos muito similares aqueles associados as células-tronco
mesenquimais (30, 47, 71-74). Em uma recente comparacgédo direta entre fibroblastos
adultos e varios tecidos, inclusive células-tronco mesenquimais, foi possivel mostrar
uma similaridade in vitro do potencial imunosupressor de ambas as linhagens
celulares (48, 73, 75). Fibroblastos derivados de pele, de pulmao e células derivadas
de tecido adiposo, exibem morfologia fusiforme muito semelhante. Essas células
podem compartilhar alguns marcadores de superficie caracteristicos de células
mesenquimais e de fibroblastos. Um recente estudo apresentou um perfil de
compartilhamento de marcagédo entre essas linhagens, sendo positivas para CD44,
CD73, CD105, Colageno |, Hsp47, Vimetina, FSP e aSMA e negativas para CD14 e
CD45. Os fibroblastos derivados da pele e as células derivadas do tecido adiposo
foram capazes de formar colbnias e diferenciar-se em adipécitos, condrdcitos e
ostedcitos, 0 que ndo aconteceu com os fibroblastos derivados de pulméo (76).

Apoés aplicacdo do protocolo de neurodiferenciacdo foi observado marcagéo
fluorescente referente ao anticorpo utilizado nas células que passaram pelo co-cultivo
antes da neurodiferenciacdo. Nossos resultados corroboram para indicacdo de que o

co-cultivo € capaz de promover a reprogramacgédo dos fibroblastos diferenciados em
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células capazes de expressarem marcadores especificos neuronais apds a aplicacao
de um protocolo de neurodiferenciacdo. O grupo 3T3D indica que o co-cultivo esta
relacionado com o desfecho positivo das marcacdes neurais apos a
neurodiferenciacéo, pois esses fibroblastos que ndo passaram pelo co-cultivo com as
células mononucleares apresentaram um perfil de marcacéo estatisticamente inferior
agueles que o co-cultivo foi aplicado. O grupo CCND indica que apenas o co-cultvo
ndo é capaz de promover marcagdo nheural nas células, indicando que a
reprogramacdo apds o co-cultivo permite que as células sejam direcionadas a
diferenciacdo neural somente se induzidas por fatores especificos no meio de cultura e
apenas o co-cultivo ndo promove a marcacgdo neural das células. E especificidade dos
marcadores fica evidenciada pelos resultados obtido pela imunofluorescéncia aplicada
nos fibroblastos que n&o foram co-cultivados e nao foram neurodiferenciados (3T3).

A diversidade de marcacdo avaliada através dos parametros area, diametro,
densidade Optca e dimensdo fractal em relagdo aos quatro diferentes corddes
umbilicais, onde o grupo PCT1 nédo teve desfechos semelhantes aos demais grupos,
podem estar relacionados com a heterogeneidade de células encontradas na fragao
mononuclear e fatores como idade gestacional (77) e aos fatores intrinsecos e
extrinsecos que podem influenciar na manutengdo dessas células, como
envelhecimento, e uso de componentes quimicos (78, 79). Esses fatores podem ser
relacionados com o comportamento diferenciado do grupo PCT1, pois entre os
parametros avaliados e o0s respectivos controles testados, apenas esse grupo nao
apresentou diferenga estatisticamente significativa em todos os parametros
comparado com todos os controles.

Os fibroblastos co-cultivados com a fracdo mononuclear do sangue de cordao
umbilical apresentaram crescimento populacional evidente, corroborando com o
comportamento de crescimento exponencial as células NIH 3T3. Em todas as fases da
neurodiferenciacdo as células comportaram-se dessa maneira, exceto na ultima fase

do protocolo onde séo utilizados fatores essenciais para a promogdo da
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neurodiferenciacdo. Dentro desse cenario, as células que alcancaram a Ultima fase do
protocolo de neurodiferenciacdo podem passar a apresentarem um comportamento
mitético semelhante a células neurais, com baixas taxas de divisao celular. Sendo
assim, nesta fase do protocolo, os fibroblastos reprogramados atenuam a taxa de
crescimento populacional devido a rota de diferenciacdo dada a eles, levando a um
comportamento celular fenotipico muito semelhante a essa caracteristica primordial
das células nervosas.

O co-cultivo das células NIH 3T3 com a fragdo mononuclear de cordao
umbilical promoveu uma reprogramacao das células para um estado mais
indiferenciado e posterior diferenciagdo induzida a linhagem neural. Sabe-se dos
mecanismos paracrinos associados a terapia celular com células-tronco, onde a leséo
pode ser atenuada devido a diferentes fatores endégenos associados a aplicacéo local
ou sistémica de células-tronco. Os fatores paracrinos com potencial de promover
melhora no estado geral de uma determinada injdria ou a recuperacao tecidual em
lesbGes de diversas ordens associados as células-tronco descritos até os dias atuais
sdo: efeito imunomodulador, efeito anti-apoptético, efeito pré-angiogénico, efeito
gquimioatrator, efeito anti-fibrose e o0 suporte para o crescimento e diferenciacdo de
células progenitoras enddgenas (29, 30). Esses efeitos foram descritos a partir de
resultados de experimentos in vitro, evidenciando inclusive as diversas moléculas
envolvidas na mediacdo paracrina de cada efeito especifico. O contato em forma de
co-cultivo dos fibroblastos diferenciados com a fracdo mononuclear de cordao
umbilical promoveu a reprogramacao dessas células a um estagio mais plastico que o
inicial, confirmado pela expressdo do gene KLF4 e pela diferenciagdo mesodérmica
apos o co-cultivo. A diferenciacdo dos fibroblastos co-cultivados induzida por fatores
soluveis para a linhagem neuronal foi confirmada pela técnica de imunofluorescéncia,
apresentando resultados estatisticamente significativos, caracterizando um potencial
de diferenciacdo das células co-cultivadas com a fragdo mononuclear de cordao

umbilical. Um novo mecanismo de acdo das células-tronco pode ser associado a
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esses achados uma vez que as células indiferenciadas foram reprogramadas para um
nivel maior de plasticidade e posteriormente diferenciadas a uma linhagem distinta.
Em um sitio de lesdo as células-tronco administradas poderiam promover a
reprogramacao das células adultas residentes na zona de lesédo gerando um potencial
para a posterior regeneracao tecidual, ndo somente recrutando células progenitoras
locais, mas também promovendo regeneracao a partir de células adultas diferenciadas
que encontram-se na zona periférica da lesdo. Esse mecanismo poderia ser
associados aos ja descritos como mais um possivel efeito das células-tronco nos
processos de regeneracdo tecidual e tratamento a doencas de diversas ordens. Assim,
postulamos uma nova hipotese de mecanismo que esta sendo elucidada para
corroborar com os efeitos mediadores das células-tronco. Os achados em nossos
experimentos e as investigacdes posteriores serdo importantes para confirmar mais
esse possivel mecanismo de reprogramacado celular que podera estar ocorrendo no

efeito terapéutico associado as células-tronco adultas.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada a influéncia do co-cultivo de células diferenciadas
com células indiferenciadas, analisando o potencial de plasticidade celular e
neurodiferenciagéo adquirido pelo co-cultivo.

O estudo possibilitou as seguintes conclusoes:

Ap6s seis dias de co-cultivo os fibroblastos predominaram em relacao a

fragdo mononuclear do sangue de cord&o umbilical.

e Ocorreu diferenciacdo mesodérmica dos fibroblastos co-cultivados com a
fragdo mononuclear de corddo umbilical.

e Os fibroblastos passaram a expressar o gene de pluripoténcia KLF4 apos
0 co-cultivo com a fragdo mononuclear de corddo umbilical.

e Foi detectada a expressao de proteinas estruturais especificas de células

neurais em fibroblastos co-cultivados com a fracdo mononuclear do

sangue de cordao umbilical apés a inducdo a neurodiferenciagéo.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados observados neste estudo indicam a necessidade do emprego de novas

abordagens investigativas para que o co-cultivo, neurodiferenciacéo e a funcionalidade

das células neurodiferenciadas, permitindo assim:

Avaliacdo da neurodiferenciacao utilizando painéis de mRNA.
Investigagdo do potencial elétrico das células co-cultivadas
neurodiferenciadas.

Co-cultivo dos fibroblastos com a fracdo mononuclear do sangue de
cordao umbilical por periodos mais longos.

Avaliagcéo dos potenciais paracrinos associados a MSC nos fibroblastos
co-cultivados

Investigacdo do possivel efeito de reprogramacéo de células residuais
em sitios de lesdo corroborando para elucidagdo dos efeitos

terapéuticos das células-tronco.
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9. ANEXOS

9.1. CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA
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Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP  11/05504 intitulado
“Neurodiferenciagdo de células-tronco de cordido umbilical

humano”.

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta
data.

Os relatérios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.

Atenciosamente,
Prof. Dr. Rodolfo Herberto Schneider
Coordenador do CEP-PUCRS

Ilmo. Sr.
Prof. Dr. Jaderson Costa da Costa
HSL

Nesta Universidade

Campus Central
. PUC Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
" Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
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9.2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CONSENTIMENTO PARA DOACAO DE SANGUE DE CORDAO UMBILICAL PARA
REALIZACAO DO PROJETO DE PESQUISA:

“NEURODIFERENCIACAO DE CELULAS-TRONCO DE CORDAO HUMANO.”

A - PROPOSTA DO PROGRAMA:
Vocé estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa: “Neurodiferenciagio de células-tronco de
corddo umbilical humano”

B - OBJETIVOS DO PROGRAMA:

Durante a gravidez, o oxigénio e nutrientes essenciais passam do sangue materno para o bebé através da
placenta e do corddo umbilical. Apés o parto, o sangue que permanece no cordéo umbilical e na placenta
¢ geralmente descartado. Este sangue contém um grande nimero de células-tronco, que sdo células
jovens, que conseguem se reproduzir em células de seus respectivos tecidos. Pesquisas em andamento
buscam utilizar essas células na regeneragdo de 6rgdos, como o coragdo ¢ o cérebro, pois estas células
podem se transformar em diversas outras células, tais como, células sangiiineas, musculares e nervosas
(neurdnios). Vocé estd sendo convidada a participar deste projeto de pesquisa porque acaba de dar a luz a
um bebé. A coleta ocorrera apos o nascimento do seu bebé e ndo afetara de nenhuma maneira o parto ou
os cuidados dispensados ao seu filho. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar se as células-tronco de cordio
umbilical humano podem transformar-se células nervosas afim de tratar doengas neurolégicas de diversas
ordens. Com a sua permissdo, o sangue do corddo umbilical de seu filho, poderéd ser usado para os
objetivos citados anteriormente. Porém, o sangue do corddo umbilical de seu filho ndo serd usado para
doagdo para pacientes que precisam de transplante, mas apenas para pesquisa.

C - RISCOS E DESCONFORTOS POTENCIAIS:

Néo existe qualquer tipo de risco na participagdo do programa. O sangue coletado da placenta nfo €
necessario para o seu bebé apos o corddo umbilical ter sido cortado, uma vez que este material seria
descartado. Todas as informagdes coletadas serdo mantidas confidenciais. Nem vocé e nem seu bebé
serdo identificados em qualquer publicagdo dos dados que seja realizada.

D - BENEFICIOS:

O tnico beneficio em participar deste programa ¢ que, doando o sangue da placenta de seu bebé para
pesquisa, vocé poderd ajudar-nos a conhecer o tratamento de lesdes no cérebro com o uso de células-
tronco de corddo umbilical. :

E — CUSTOS:

Ndo haverd, para o participante, nenhum custo com a realizagdo da pesquisa proposta. Caso vocé decida
ndo participar do programa, n@o sofrera nenhum prejuizo no atendimento dispensado a vocé e a seu filho.
A decisdo de ndo participar do programa nio ira afetar o seu atendimento no hospital.

F - TERMO DE PARTICIPACAO:
Assuntos de importéncia para vocé serdo esclarecidos antes de o consentimento ser assinado.

G — ALTERNATIYAS PARA PARTICIPACAO:

Vocé pode decidir ndo doar o sangue da placenta de seu filho para o projeto. Caso decida no participar
do programa, o sangue da placenta ndo serd coletado, ou se ja coletado, sera desprezado, ndo sendo
utilizado na pesquisa.

CONSENTIMENTO PARA DOAGCAO DE SANGUE DE PLACENTA

Declaro que li as informagdes anteriormente descritas a respeito do projeto de pesquisa
“NEURODIFERENCIAGAO DE CELULAS-TRONCO DE CORDAO UMBILICAL E MEDULA
OSSEA HUMANAS.” e tive a oportunidade de esclarecer todas as minhas dividas.

Aceito participar da doagdo de sangue de placenta para o projeto proposto, com o objetivo de pesquisa,
ndo sendo usado para doago.

Assinatura da mée Nome da méae

Comité de Etica em Pesqui
CEP - PUCRS
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ABSTRACT

Cellular therapies represent a new frontier for the treatment of several diseases,
including diseases related to central nervous system. Human umbilical cord blood is an
attractive source of stem cells; however, it has a heterogeneous population with a small
amount of mesenchymal stem cells. Cell reprogramming induced by different
methodologies can confer pluripotency to differentiated adult cells. The Objective of the
study to evaluate the reprogramming of fibroblasts and neural differentiation after co-
culture with umbilical cord blood mononuclear cells. Cells were obtained from four
human umbilical cord. Cell suspensions were fractionated at density gradient. The
mononuclear cells was cultured for seven days and later, the culture was infected with
10° cells of mouse fibroblast NIH 3T3 and co-cultured for six days. To evaluate the
pluripotency it was performed mRNA extraction and amplification using primers specific
for pluripotency genes. The differentiation was also confirmed by the adipogenic and
osteogenic differentiation. Neural differentiation of the reprogrammed cells using
method described by Song et. al (2008)(59) and evaluated by immunofluorescence.
Population growth was quantified by hemocytometer. All co-cultured cells showed
adipogenic and osteogenic differentiation capacity. After co-cultivation cells began
transcribing the pluripotency gene KLF4. Statistically significant differences in the
parameters area, diameter, optical density and fractal dimension were observed by
confocal microscopy in the neural differentiated cells. The contact in form of co-
cultivation of fibroblasts with umbilical cord blood mononuclear fraction for six days
promoted the reprogramming of these cells to a indifferentiation stage, allowing the

induction of neural differentiation later.



68

INTRODUCTION

Cellular therapies represent a new frontier for the treatment of various diseases,
including diseases related to the central nervous system. The human mesenchymal
stem cells (hMSC) can be isolated from bone marrow, adipose tissue, umbilical cord,
muscle, skin and other sources, possessing various properties for the treatment of
these diseases (80). The human umbilical cord blood is an attractive source of stem
cells for transplantation, providing easy collection and a high rate of survival time due
to the possibility of cryopreservation. However, umbilical cord blood has stem cells,
progenitor cells and mature blood cell populations in the process of maturation,
resulting in a heterogeneous population, which when placed in culture, presents a
characteristic of multi cellular population (15, 16). The mesenchymal stem cells has
generated high expectations for therapeutic strategies because of their capacity for self
renewal and differentiation into functional tissues. These cells have to demonstrate
efficacy in treating various diseases such as osteogenesis imperfecta, haematopoietic
recovery and regeneration of bone tissue. Although of the multiple information about
the MSC, their therapeutic use, its mechanisms of self-renewal, differentiation, and
paracrine effects are not well understood and are targets of active investigation (21).
The embryonic stem cells (ESC) are cells derived from inner cell mass of mammalian
blastocysts with great ability to grow indefinitely while maintaining their pluripotency
and possessing the ability to differentiate into tissues of three germ layers, being used
in the treatment of various diseases such as Parkinson's disease, injury spinal cord
and diabetes (53, 81-83). However, ethical difficulties are involved in the use of human
embryonic stem cells, and the generation of pluripotent cells from somatic cells of an
autologous way to control this problem. Somatic cells can be reprogrammed by nuclear
transfer into enucleated oocytes or by cell fusion between somatic cells and embryonic
cells, indicating that enucleated oocytes and embryonic cells can confer totipotency or

pluripotency in somatic cells (53).
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METHODS

Ethical issues

This study was approved by the Scientific and Ethical Committee of Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (CEP-PUCRS 11/05504). The human
umbilical cord blood mononuclear cells were obtained from four parturients that gave
birth at obstetric centrer of Hospital Sdo Lucas da PUCRS after signing an informed

consent.

Separation of mononuclear cells

The umbilical cord blood was collected by arterial and vein puncture of the
umbilical cord and placenta using a 20 mL syringe containing heparin (5.000 U.1.). The
blood was diluted (1:1) in RPMI 1640 (Gibco) medium. The suspensions were
fractionated over Histopaque 1.077 g/mL (Sigma-Aldrich) density gradient by
centrifugation at 400 g for 30 minutes. The mononuclear fraction, located on the
interface with Histopaque was collected, and washed twice with sterile saline solution
at 0.9% by centrifugation at 400 g for 5 minutes. Cell viability was evaluated by trypan
blue exclusion method. The mononuclear fraction was culture with DMEM (Sigma-
Aldrich) supplemented with L-glutamine, 10% fetal bovine serum, 100 U.l./mL penicillin,
100 U.l./mL of streptomycin and 100 mg/mL of gentamicin at a density of 10’ cells per
75 cm? flasks. All cultures were maintained in incubators at 37°C with 5% CO, for six

days.
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Co-cultivation

After six days in culture, the umbilical cord blood mononuclear cells were
contaminated with 10° mouse fibroblasts per flask of 75 cm? (NIH-3T3 cell line). After
six days of culture, cells reached more than 80% confluence and were removed by

trypsinizatiton (GIBCO). This stage characterized the phase I.

Mesodermal differentiation

DMEM media containing 10® mol/L of dexamethasone and 5 mg/mL of insulin
was used for adipogenic differentiation, and DMEM supplemented with 10® mol/L
dexamethasone, 5 mg/mL of ascorbic acid 2-phosphate, and 10 mmol/L of [-
glicerolphosphate was used for osteogenic differentiation. Cells were cultivated for four

weeks.

Neurodifferentiation

The neurodifferentiation was induced by the method described by Song et al.
2008 (59) with modifications. Cells were -cultivated in DMEM (Sigma-Aldrich)
supplemented with 0.001% B-mercaptoethanol (Gibco), 10% fetal bovine serum, 100
[.U./mL penicillin, 100 I.U./mL streptomycin and 100 mg/mL gentamicin. After three
days cells were on phase Il, and the culture media were replaced by DMEM/F12
(Gibco) containing fetal bovine serum, penicillin, streptomycin and gentamycin for
further three days reaching the phase Ill. The cells were transferred to six-well plates
and cultivated with Neurobasal Medium N5 (GIBCO) supplemented with 20 ng/mL of
Brain Derived Neurotropic Factor (BDNF) (Sigma-Aldrich), 20 ng/mL of Granulocyte
Colony Stimulating Factor (GCSF) (Bergamo) and supplemented with fetal bovine
serum, penicillin, streptomycin and gentamicin. The cells were cultures for a period of

seven days establishing the phase IV.
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Histological staining for mesodermal differentiation

To confirm the cell differentiation, cells were washed with DPBS and fixed with
4% paraformaldehyde at room temperature, followed by Oil Red O staining (Sigma) to
detect adipocytes, and Alizarin Red S (Nuclear) staining to detect calcium deposits

characteristic from osteogenic lineage.

Evaluation of cell domain after co-cultivation

The domain of a cell type (fibroblasts and/or the umbilical cord blood
mononuclear cells) was performed by PCR using primers for mouse IL-2 (Forward: 5'-
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3'/Reverse: 5-
GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATC-3’) and human B-actin  (Forward: 5-
TCCCTGTACGCCTCTGGXCATA-3'/Reverse: 5-

CCTTCTGCATCCTGTTGGTGATGCTA-3’) genes.

RNA extraction and RT-PCR

The RNA extraction was performed using SV-Total RNA kit (Promega) as
directed by the manufacturer. The cDNA synthesis was performed using kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) kit as directed by the
manufacturer. To evaluate the potential of pluripotency primers for KFL4 (Forward: 5’-
CCGTTGGCGTGAGGAACTCT-3'/Reverse: 5-ATACTGGGTCCAACTCCGGC-3’),
SOX2 (Forward: 5-AGACCGAGAAGCGGCCGTTCA-3'/Reverse:5'’-
ATGCGCTGGTTCACGCCCGC-3), and OCT3/4 (Forward: 5'-
TACGAGTTCTGCGGAGGGAT-3/Reverse:5-TCATTGTTGTCGGCTTCCTC-3’)

mouse genes.
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Immunocytochemistry for neural markers

When cells reached the phase 1V, the culture medium was discarded and the
cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 minutes. After a wash with with
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS), 1 mL per well of blocking solution
(Fetal Bovine Serum and Bovine Serum Albumin) was added and the cells were
incubated for one hour at room temperature. The cells were incubated at room
temperature for two hours with Fluoropan Neuronal Marker (Chemicon) that contains
anti-neuronal nuclei (NeuN), anti-neuronal cytoskeleton (NFL), anti-neuronal
microtubule (MAP2) and anti-neuronal microtubule (B-tubulin 1ll) antibodies FITC-
conjugated diluted (1:100) in blocking solution to characterize the cytoarchitecture and
neuronal polarization. After was added 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) to 0.01%
for nuclear staining. The culture were washed twice with DPBS buffer, and analyzed
using a confocal microscope LSM-5 exciter (Zeiss). For quantitative analysis, 10 visual
fields were randomly selected using objective lenses of 20X, respecting the minimum

number of 20 cells marked with DAPI.

Cell proliferation assay

To evaluate cell proliferation during all phases of neurodifferentiation, 2x10*
cells per well cells were cultivated and at the end of each neurodifferenciagdo phase
(phase | to IV), cells were removed and the density was estimated by trypan blue

exclusion method in Neubauer chamber.

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA (PRISM software,
Inc.) for Kruskal-Wallis test and Dunn’s multiple compararison post-test. Statistically

significant results when considering p<0,05.
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RESULTS

The evaluation of co-cultivation of mouse fibroblasts with mesenchimal cells
derived from umbilical cord blood include several approaches: mouse fibroblasts (NIH-
3T3) alone (3T3), mononuclear cells from umbilical cord blood co-culture with NIH-3T3
but was not submitted to neurodifferentiation (CC-ND), only NIH-3T3 subjected to
neurodifferentiation (3T3D), and mononuclear cells from umbilical cord blood co-culture
with NIH-3T3 and submitted to neurodifferentiation, one culture for each patient (1 to 4)

(PCT1, 2, 3, 4 F4).

Cell type domain on co-cultures

Co-cultures of fibroblasts with mononuclear cells purified from umbilical cord
blood acquired more than 80% confluence after six days, and result in fibroblast cells
domain over mononuclear cells as confirmed by the presence of mouse IL-2 gene and

absence of human B-actin gene as shown on Figure 1.

Mesodermal differentiation

Adipogenic and osteogenic differentiation was induced according to Phinney et
al. 1999 to confirm the differentiation of mesodermal cell lineage by positive Oil Red
and Alizarin Red staining (Figure 2). All cells culture with adipogenic media were
positive for Oil Red as can be observe by the characteristic cytoplasmic staining
indicating the successful adipogenic differentiation. Also, cells cultivated with
osteogenic differentiation media, have been stained with Alizarin red characterizing the

presence of calcium deposits.

Pluripotency of co-cultured cells
The expression of KLF4 gene was detected after co-culture of NIH-3T3 mouse

fibroblasts for seven days with the umbilical cord blood mononuclear cells (Figure 3)
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from all four patients (PCT1, 2, 3, 4 F4) before of neurodifferentiation. However, the
transcripts for Oct3/4 and Sox2 genes were not detected by QT-PCR. When NIH-3T3
cell were in cultured alone, only the expression of the endogenous IL-2 gene was

detected.

Fluorescence immunocytochemistry

There was almost no labeling of the antibody to the fibroblast cells that did not
pass by co-culture (3T3) (Figure 4) in cells that passed through the co-culture and not
by protocol neurodifferentiation (CCND) (Figure 5) and in cells that did not pass by co-
cultivation, but the protocol neurodifferentiation (3T3D) (Figure 6). The staining shown
in groups co-cultured and neurodifferentiation were distributed throughout the cells,
indicating the connection of the different set of antibodies used in the study (Figures
7,8,9 and 10), can be evidenced nuclear staining and along the cellular extensions,
indicating that the fibroblasts began to express markers of differentiated neural
structures when co-cultured with umbilical cord blood mononuclear cells and
neurodifferentiation applied protocol.

For quantitative evaluation, we selected the parameters area, diameter, fractal
dimension and optical density. When analyzing the parameter area (Figure 11), which
indicates the quantification of spatial and two-dimensional surface of the cultures, the
3T3, CC-ND and 3T3D groups, showed statistically significant when compared to four
groups and co-cultured and neurodifferentiation applied protocol (PCT 1,2,3,4)F4 (p
<0.05). In the analysis of the parameter diameter (Figure 11), 3T3, CC-ND and 3T3D
groups, showed statistically significant results in relation to co-cultures and
neurodifferentiation applied protocol (p <0.05). Only the CC(ND) than in group
PCT1F4, no statistically significant difference, because there was an increase in the
diameter of the dial group CC(ND). The parameter fractal dimension (Figure 12), which

show the level of irregularities in marking, results a statistical difference in three groups
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tested in the three controls (p <0.05), the PCT1F4 group the only that did not show
results statistically significant compared to no control.

In assessing the optical density (Figure 13), which indicates the degree of
intensity marking 3T3D group had statistically significant results (p <0.05) compared
with four groups of PCT (1,2,3,4)F4, the CC group and 3T3-DL only did not show

statistically significant results when compared to group PCT1F4

Cell proliferation assay

Fibroblasts initially co-cultured for seven days with the cord blood mononuclear
cells, cultured in DMEM for three days (3T3) had a population growth of 2X10* for
5,8X10% In neurodifferentiation protocol used, cells cultured for three days in medium
supplemented with B-mercaptoethanol (IFl) grow by 2X10* for 7,4X10% These cells
were re-cultivate for three days in DMEM/F12 medium (FlIl) and grew by 2X10* for
7,3X10* and when grown for seven days in N5 medium supplemented with growth

factors and neurotrophins (FIV) cells increased from 2X10*for 1,8X10* (figure 14)

DISCUSSION

The cell reprogramming can be obtained by several ways, including nuclear
transfer, cell fusion of embryonic and somatic cell reprogramming by gene transfection
(53, 54, 60, 61). Co-culture of fibroblasts with umbilical cord blood mononuclear cells
for seven days can modulate fibroblasts plasticity. This culture period was sufficient for
the fibroblasts domains of culture. The domain of fibroblast over with umbilical cord
blood mononuclear cells observed in this study may be associated with the amount and
adherence difficulty of mesenchymal cells present in umbilical cord blood, since these
cells are extremely rare population, in a proportion of one every 10° cells of the
umbilical cord blood mononuclear cells (18). Moreover, the exponential growth rate of
mouse fibroblasts NIH 3T3 is of 22,5 + 2,5 hours (62). Therefore this co-cultures using

fibroblast are highly promising. Cell reprogramming and neurodifferentiation obtained in
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this investigation were probably directly associated with fibroblasts and not as a
consequence of cell fusion or amount of mesenchymal cells present in umbilical cord
blood. Considering that PCR is a highly sensitive technique and can detected as low as
1% contamination level of co-cultivated cells, the data here obtained is very relyable
(63-66).

The presence of KLF4 gene transcripts suggests that the co-culture promotes a
cell reprogramming, although SOX2 and Oct3/4 genes transcripts were not detected.
Indeed, KLF4 gene together with other genes (KLF2, KLF5, Oct4, Sox2 and Nanog)
belong to the molecular circuit that are essential to pluripotent cells self-renewal. Data
in the literature have shown that the KLF’'s gene family may play a different role
maintaining the pluripotency of mice embryonic cells (67). Recently, the KLF gene
family have received attention after the evidence that somatic cells can be
reprogrammed into induced pluripotent cells, called iPS, by transfection of a cocktail of
pluripotency genes, including the KLF4 gene. Takahashi and Yamanaka in 2006 (53)
showed that a selection of 24 candidate genes promote pluripotency due to their
important roles in the maintenance and identity of embryonic stem cell. The Oct3/4,
Sox2, cMyc and KLF4 genes are essential and sufficient to promote pluripotency in
adult fibroblasts. The KLFs and the OCT4, SOX2 and Nanog genes are strongly
interconnected. KLF2, KLF4 and KLF5 genes activates Nanog expression, and OCT4
and SOX2 activates KLF2, KLF4 and KLF5 closing the transcription network.
Moreover, OCT4, Nanog, and SOX3 share the same transcription factor (67-69). The
presence of KLF4 transcripts detected after six days of co-culture could indicate that
fibroblasts were starting the pluripotency process.

Mesodermal differentiation is one between the three minimum criteria
established by International Society for Cellular Therapy (ISCT) to characterize
mesenchymal lineage derived from any tissue (45). The mesodermal characterization
of mesenchymal stem cells along with specific immunophenotype and adherence to

plastic allows the distinction of mesenchymal stem cells from others. This
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characterization has been described due to the large number of research involving
mesenchymal stem cells in the last two decades and the great clinical interest to use
these cells in order to establish a standard inclusion of mesenchymal lineage cells (45).
Mesodermal differentiation can be considered an indication of pluripotent cells, and
therefore the cells obtained in the present study are suited to this criterion. Moreover,
levels of plasticity showed by our cultures were corroborated by the adipogenic and
osteogenic differentiation obtained after co-cultivation, indicating that the fibroblasts
acquired mesenchymal stem cells characteristics. Indeed, the mesenchymal stem cells
and mature fibroblasts share several morphological and functional characteristics, even
peculiar characteristics of adherence to plastic, positive immunophenotype for CD73
and CD75, negative for CD14, CD34, and CD45, and the differentiation into osteogenic
and adipogenic lineage according to the classification established by ISCT (47, 48).
Several similarities between the fibroblasts and mesenchymal stem cells have been
described to date, the location of these cells in every organ of the body, the source
being endothelial and epithelial, with the capacity to synthesize and remodel the
extracellular matrix (49, 50).

The assessment of pluripotency genes and neurodiferenciacdo for mouse
fibroblast NIH 3T3 have not been described in the literature. Characteristics of
undifferentiated cells have been described to mature fibroblasts, for example in
response to injury, mechanisms of tissue stress, inflammation, some fibroblasts are
recruited to the wound site, proliferation to restore tissue homeostasis, and reduce
inflammation in damage tissues (50, 51). However, repair by fibroblasts during
continuing injuries can cause chronic inflammation and fibrosis formation (52). This fact
differ from that characteristics associated with the mesenchymal stem cells roles in
injured tissues (29). The adult fibroblasts may secrete factors such as FGF, KGF, LIF
to cell survival, and immunomodulatory cytokines that are capable to suppres
inflammatory sites, these are similar mechanisms associated with mesenchymal stem

cells (30, 48, 71-74). In a recent comparison between fibroblasts and various adult
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tissues, including mesenchymal stem cells, it was possible to show the similarity of the
immunosuppressive potential of both cell lines in vitro (47, 73, 75).

After application of the neurodifferentiation protocol, fluorescent staining was
observed in the cells that passed through the co-cultivation before neurodifferentiation
for the antibody used. The results indicate that the co-culture is promoted
reprogramming of differentiated fibroblast cells able to express specific neuronal
markers after application of a neurodifferentiation protocol.

The present study pointed to need of co-cultivation to neurodiferentiate
fibroblasts. Cultures belonging to 3T3D group indicate that the co-culture is related to
the positive outcome of neural markers after neurodifferentiation, because fibroblasts
that were not co-cultured with mononuclear cells showed a lower labeling profile. The
CCND group indicates that only the co-culture is not sufficient to promote neural cells,
indicating that reprogramming cells to neural differentiation also requires specific
factors.

The analysis of immunofluorescence labeling parameters such as the area,
diameter, optical density and fractal dimension of the four different umbilical cord
cultures have shown that PCT1F4 group did not have similar outcome. This fact may
be related to cells heterogeneity in the mononuclear cells pool, gestational age (77)
and the intrinsic and extrinsic factors that can influence the maintenance of these cells,
such as aging, and use of chemicals by the mother (78, 79).

Fibroblasts co-cultured with umbilical cord blood mononuclear cells showed
standard population growth. Cells have shown the same population doubling at all
neurodifferentiation stages, except during the last phase when key factors were used to
promote neurodifferentiation. In this scenario, cells that reached the last phase of the
neurodifferentiation become behave like neural cells regarding with low rates of cell
division. Thus, one can suppose that the reprogrammed fibroblasts attenuate the rate
cell division according to differentiation direction, in this case neural lineage, leading to

a behavior with features of nerve cells.
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The paracrine mechanisms associated with cell therapy with stem cells, it its
well known and the injury can be attenuated due to different endogenous factors
associated with local or systemic application of stem cells. The paracrine factors with
potential to improve the general state of a specific injury or tissue recovery in different
lesions associated with stem cells described up to date are: immunomodulatory effect,
anti-apoptotic, pro-angiogenic effect, quimioatrator effect, anti-fibrosis and support the
growth and differentiation of endogenous progenitor cells (29, 30). These effects have
been described based on in vitro experiments. Here, the differentiation of co-cultured
fibroblasts induced by soluble factors to the neuronal lineage was confirmed by
immunofluorescence, showing statistically significant results, featuring a differentiation
potential of cells co-cultured with mononuclear fraction of umbilical cord. A new
mechanism of action of stem cells may be associated with these findings since the
undifferentiated cells were reprogrammed to a higher level of plasticity and
subsequently differentiated to a distinct lineage. In a lesion site the administered stem
cells could promote residing adult cells reprogramming, with potential for subsequent
tissue regeneration, not by recruiting local progenitor cells, but also promoting
regeneration of adult cells that could differentiated in the peripheral zone of the lesion.
This mechanism could be linked to those already described as another possible effect
of stem cells in the processes of tissue regeneration and treatment of diseases of
various orders. The findings in our experiments and further investigations will be
valuable to confirm a novel cell reprogramming mechanism that could play a role on
the therapeutic effects associated with adult stem cells. Therefore, we postulate a new
hypothesis of mechanism that is being elucidated to corroborate the stem cells

mediating effects.
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TITLES AND LEGENDS TO FIGURES
Figure 1: PCR products for the mouse IL-2 and human B-actin after electrophoresis on 2% agarose
gel. Mar: molecular weight marker 100 bp; B-act: human -actin gene; CR: Control of the reaction without

DNA; IL-2: mouse IL-2 gene.

Figure 2: Image capture of mesodermal differentiation. A: adipogenic differentiation characterized by

staining Oil Red. B: osteogenic differentiation characterized by staining Alizarin Red.

Figure 3: PCR products for KLF-4 gene after electrophoresis on 2% agarose gel. Marc: molecular
weight marker 100 bp; 3T3: KLF-4 amplicon for fibroblasts without co-cultivation; PCT 1, 2, 3 and 4 F4:
KLF-4 amplicon for fibroblasts co-cultured with mononuclear fraction of umbilical cord blood of four

patients.

Figure 4: Image capture of 3T3 group by confocal microscopy. DAPI: nuclear staining; FITC:

FluoroPan Neuronal; MERGE: co-location of the images.

Figure 5: Image capture of 3T3D group by confocal microscopy. DAPI: nuclear staining; FITC:

FluoroPan Neuronal; MERGE: co-location of the images.

Figure 6: Image capture of CC(ND) group by confocal microscopy. DAPI: nuclear staining; FITC:

FluoroPan Neuronal; MERGE: co-location of the images.

Figure 7: Image capture of PCT1F4 group by confocal microscopy. DAPI: nuclear staining; FITC:

FluoroPan Neuronal; MERGE: co-location of the images.

Figure 8: Image capture of PCT2F4 group by confocal microscopy. DAPI: nuclear staining; FITC:

FluoroPan Neuronal; MERGE: co-location of the images.

Figure 9: Image capture of PCT3F4 group by confocal microscopy. DAPI: nuclear staining; FITC:

FluoroPan Neuronal; MERGE: co-location of the images
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Figure 10: Image capture of PCT4F4 group by confocal microscopy. DAPI: nuclear staining; FITC:

FluoroPan Neuronal; MERGE: co-location of the images

Figure 11: Histogram represent the area values. (*: 3T3 vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4; +: CC(ND) vs. PCT1,

2,3 and 4 F4; #: 3T3D vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4).

Figure 12: Histogram represent the diameter values. (*: 3T3 vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4; +: CC(ND) vs.

PCT1, 2, 3 and 4 F4; #: 3T3D vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4).

Figure 13: Histogram represent the optical density values. (*: 3T3 vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4; +: CC(ND)

vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4; #: 3T3D vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4).

Figure 14: Histogram represent the fractal dimension values. (*: 3T3 vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4; +:

CC(ND) vs. PCT1, 2,3 and 4 F4; #: 3T3D vs. PCT1, 2, 3 and 4 F4).

Figure 14: Histogram of cell growth during neurodifferentiation protocol. 3T3: fibroblasts cultured for
three days in DMEM; FII, Flll and FIV: fibroblasts after co-cultivation in the different neurodifferentiation

phases.
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