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Resumo. O sangue do corddo umbilical contem células tronco mesenquimais (CTM)
indiferenciadas que tem potencial condrogénico e podem ser usadas para reparo de lesao
articular. Durante o processo de condrogénese, a atuacdo de fatores de crescimento ainda
ndo estd totalmente elucidada. Este estudo teve como objetivo avaliar a formacao de
condrocitos, matriz cartilaginosa e colageno tipo II a partir de células do sangue do cordao
umbilical humano, expondo-as a quatro diferentes fatores de crescimento: TGF-B3, IGF-1,
BMP-2 ¢ BMP-6 e cultivando-as em micromass € monolayer. Métodos: Sangue do cordao
umbilical foi obtido de gestantes a termo. Células mononucleares foram separadas e
colocadas em cultura, para expansao, caracterizadas por citometria de fluxo com anticorpos
especificos para CTM e induzidas a diferenciacdo condrogénica, com TGF-B3, IGF-1,
BMP-2 ¢ BMP-6 em micromass ¢ monolayer. O fendtipo das células foi avaliado apds 21
dias por RT-PCR e Western Blotting para identificacdo de Colageno tipo II, Sox-9 e
Agrecano. Resultados: As células expandidas foram caracterizadas como mesenquimais. A
expressao do mRNA para coladgeno tipo Il e agrecano foi expresso a partir do 14° dia, nas
células estimuladas com TGF-B3, IGF-1, BMP-2 e BMP-6. O fator de transcrigdo SOX-9
foi expresso pelas células estimuladas com TGF-B3, IGF-1 ¢ BMP-2, o que mostra que
estes fatores de crescimento estdo associados com a condrogénese de condrocitos
articulares, enquanto que a BMP-6 esta associada a condrogénese de condrdcitos
hipertroficos. No Western Blotting, nds encontramos colageno tipo II em todos os grupos e
a maior expressdao foi observada no 14° dia nas células estimuladas com TGF-B3 em
sistema de cultura em micromass. Estes resultados mostram que o TGF-B3 usado em
micromass € o melhor fator de crescimento para promover a diferencia¢do e proliferacao
celular das células mesenquimais do sangue do corddo umbilical. Embora mais estudos

sejam necessarios, este fato nos aproxima de uma alternativa para transplantes autélogos.
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Abstract. Umbilical cord blood contains undifferentiated mesenchymal stem cells (MSCs)
with chondrogenic potential that may be used for the repair of joint damage. The role of
growth factors during the process of chondrogenesis is still not entirely understood. The
objective of this study was to evaluate the formation of chondrocytes, cartilaginous matrix
and type II collagen from human umbilical cord blood stem cells exposed to four different
growth factors, TGF-B3, IGF-1, BMP-6 and BMP-2, while being cultured as a micromass
or a monolayer. Umbilical cord blood was obtained from full-term deliveries, and then
mononuclear cells were separated and cultured for expansion. Afterwards, these cells were
induced to chondrogenic differentiation in micromass and monolayer cultures
supplemented with TGF-3, IGF-1, BMP-2 and BMP-6. Cellular phenotype was evaluated
after 7, 14 and 21 d by RT-PCR and western blot analysis to identify type II collagen, Sox-
9 and Aggrecan. The expanded cells displayed surface antigens characteristic of
mesenchymal progenitor cells and were negative for hematopoietic differentiation antigens.
Type II collagen and aggrecan mRNAs were expressed from day 14 in cells stimulated with
TGF-B3, IGF-1, BMP-2 or BMP-6. The Sox-9 transcription factor was expressed in cells
stimulated with TGF-B3, IGF-1 and BMP-2, which demonstrates those are associated with
chondrogenesis in joint chondrocytes while BMP-6 is associated with the chondrogenesis
of hypertrophic chondrocytes. Type II collagen was demonstrated by western blotting in all
groups, and the greatest expression was observed 14 d after cells were stimulated with
TGF. The results of this study demonstrate that TGF-f3 used in micromass culture is the
best growth factor for promoting the proliferation and differentiation of mesenchymal cells
from UCB during chondrogenesis. Although more studies are needed, this approach may

provide an alternative to autologous grafting.

18



Introducdo

19




Introducao

1. Células tronco

Uma cadeia de processos ordenada e altamente regulada, envolvendo proliferacao,
migragdo, diferenciacdo e maturacao celular levam a produgdo e suporte da maioria das
linhagens celulares em individuos adultos. O tipo celular mais primario desta cadeia sdo as
chamadas células tronco (Minguell, Erices et al. 2001).

Células tronco sao células indiferenciadas, pluripotentes que possuem habilidade de
diferenciagdo, auto-renovacao e expansao. Na ultima década, diferentes estudos (Alison,
Poulsom et al. 2002; Pan, Han et al. 2002; Bunnell, Deng et al. 2005; Huang, Kazmi et al.
2005; Cetrulo 2006; Yamanaka, Li et al. 2008) demonstraram a plasticidade destas células
em recuperar tecidos lesados e até mesmo formar um novo 6rgdo. A multipotencialidade, a
possibilidade de isolamento e a cultura “in vitro”, fazem destas células uma ferramenta
terapéutica atrativa usando sua aplicagdo clinica na terapia celular. Entretanto, para
expressar seu programa de diferenciacdo, as células tronco devem residir num ambiente
apropriado (Watt and Hogan 2000).

Apesar de todas as linhagens celulares se iniciarem a partir de uma célula tronco,
dando origem as demais células, durante o desenvolvimento de cada linhagem, elas se
transformam em células tidas como células maduras, com caracteristicas definidas, onde a
capacidade de regeneragdo e diferenciagdo para outras linhagens diminui
significativamente. Persiste ainda uma populagdo remanescente de células progenitoras,
que quando requisitada, inicia processo de regeneragdo do tecido. Estas células estdo sendo
descobertas em diferentes tecidos, mas grande parte, ainda sem marcador especifico (Luzo

2005).

Introducao
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Células tronco mesenquimais, presentes no sangue do cordao umbilical, podem ser
diferenciadas em alguns tipos celulares, incluindo adipocito, condrocitos, ostedcitos,
miocitos, entre outros (Goodwin, Bicknese et al. 2001; Bicknese, Goodwin et al. 2002; Lee,
Kuo et al. 2004; Wang, Wang et al. 2004; Cetrulo 2006). Neste estudo, foi avaliada a
qualidade da matriz extracelular produzida por estas células, em dois diferentes modelos de
cultura, “monolayer” e “micromass” e com quatro tipos diferentes de fatores de
crescimento descritos como envolvidos na condrogénese, dos quais trés fazem parte da
superfamilia de fator de crescimento transformador: fator de crescimento transformador-f33
(TGF-Bs), Proteina Morfogénica do Osso 6 (BMP-6) e Proteina Morfogénica do Osso -2
(BMP-2 ) e além desses também estudou-se o Fator de Crescimento Insulina-like -1 (IGF-
1) (Boskey, Paschalis et al. 2002; Valcourt, Gouttenoire et al. 2002; Kim, Moon et al. 2003;
Longobardi, O'Rear et al. 2006).

2. Sistema de Cultura

O sistema de cultura em micromass consiste em deixar as células numa alta
concentracdo, num pequeno espago, de forma que o crescimento das mesmas ocorre de
maneira helicoidal. Desta forma as células sdo submetidas a um estresse e liberam
moléculas de adesdo que participam da condrogénese (Ahrens, Solursh et al. 1977; San
Antonio and Tuan 1986). O sistema de cultura em monolayer, por sua vez, consiste em
cultivar as células aderidas na placa de cultura, em uma camada unica.

3. Superfamilia TGF

A superfamilia do TGF- tem sido bem caracterizada por ter um importante papel
no desenvolvimento do esqueleto (Centrella, Horowitz et al. 1994). Alguns autores
demonstraram que estes fatores induzem a expressao de coladgeno tipo II, mostrando que

esses desempenham um papel importante no processo de condrogénese, mais
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especificamente, a formacao de condrocito articular (Fukumoto, Sperling et al. 2003; Shea,
Edgar et al. 2003). Em um estudo prévio (Fukumoto, Sperling et al. 2003) pesquisadores
usaram células mesenquimais de peridsteo de coelhos submetendo-as a condrogénese em
meio de cultura suplementado com IGF-1 e TGF-f e observaram a formagao de condrdcitos
articulares. De maneira similar, outro grupo (Shea, Edgar et al. 2003), usando células de
linhagem de ratos (C3H10T1/2) induziu a condrogénese expondo-as a BMP-2.

As BMPs formam um subgrupo de moléculas dentro da superfamilia do TGF f e
foram identificadas pela habilidade de promover formagao ectopica de cartilagem e 0sso
(Wozney 1989). Muitos sistemas in vitro tém sido estudados para investigar o papel e o
caminho das BMPs nos estagios mais precoces da condrogénese, na fase de condensagao
destas células. Denker et al (Denker, Haas et al. 1999) induziram a condrogénese em
células de rato C3H10T1/2 cultivando-as em sistema de cultura em micromass com meio
de cultura condrogénico suplementado com BMP-2. Além disso, outro estudo (Park,
Sugimoto et al. 2005) demonstrou que células progenitoras mesenquimais de sindvia
bovina podem ser induzidas a condrogénese quando expostas a BMP-2 e TGF-f3. Ainda,
em outro estudo concluiu-se que a BMP-2 aumenta a formacao de osso e cartilagem, além
de inibir a diferenciagdo celular para mtsculo, em cultura de células de linhagem de ratos
(ROB-C26). (Yamaguchi, Katagiri et al. 1991)

4. Condrogénese e as caderinas

Para iniciacdo da condrogénese durante a embriogénese ou na sua inducao in vitro, a
condensacao celular € um passo requerido, produzindo alteracdes na forma das células e na
atividade da sinalizagdo celular resultando no depoésito de matriz cartilaginosa. (Modarresi,
Lafond et al. 2005). Um membro da familia das caderinas, a N-caderina, uma glicoproteina

simples com peso molecular de 150 kD tem uma expressao mais intensa e trabalha como
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molécula de adesdo durante a formacao dos condrocito. Esta proteina tem sido mostrada
como essencial neste processo e ¢ expressa de forma mais intensa em células C3H10T1/2
cultivadas em sistema de cultura de alta densidade — micromass - adicionado aos fatores de
crescimento descritos acima conforme descrito por alguns autores (Oberlender and Tuan
1994; Oberlender and Tuan 1994; Haas and Tuan 1999). As caderinas representam um
grupo de glicoproteinas funcionalmente responsaveis pelo mecanismo de adesdo célula-
célula dependente de calcio. Esses compostos desempenham um papel na construgao de
tecidos e de todo o corpo do animal (Woodward and Tuan 1999). Algumas das principais
proteinas envolvias no processo da condrogénese estdo esquematizadas na figura 1

(modificada de Shum L., et al (Shum, Coleman et al. 2003).

Desenvolvimento da cartilagem

Células mesenquimais Condroprogenitoras Condrocitos
[P .
Proliferacdo Condensacdo Determinacio Diferenciacdo Hipertrofia
S of e ®
7 § . R ®
> B% : _ - %9 2 > @
<=
L =Og %! ® ®
—< Fibronectina _>——

_< N-caderina >_

-< Colageno | >— @J

.< Colageno II >

Colageno IX
-< Colageno XI :>-

< Ac. Hialurénico |
_ COMP |

Modificado a partir de Shum L., et al., Birth Defects Res 69:102-122, 2003
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Figura 1. Esquema das proteinas envolvidas na condrogénese

Neste diagrama esquematico de diferenciacdo celular em condrocito se observa as
alteragdes da matriz extracelular. As células mesenquimais, primeiramente livres se
proliferam e em seguida se condensam. Este processo ¢ regulado por moléculas de adesao
tais como a N- caderina que tem a sua producdo aumentada especificamente durante a
condensacgao celular. Quando a diferenciagdo é determinada, estas moléculas diminuem. A
condensacdo destas células leva a determinacdo de que elas serdo condroprogenitoras, ou
seja, se diferenciardo em condrodcitos e eventualmente podem se tornar hipertréficos. O
processo de condrogénese ¢ acompanhado pelo remodelamento da matriz extra celular
(MEC). A producao de fibronectina, que ¢ uma proteina de adesdo que auxilia as células a
se aderirem a MEC e estabelece ligagdes com outras moléculas, tais como o colageno,
aumenta durante a fase de proliferagdo mas diminui quando as células condroprogenitoras
se diferenciam em condrocitos. A expressdo do agrecano na MEC aumenta quando o
condrocito se diferencia e se torna hipertrofico. O coldgeno tipo I esta presente
especificamente na matriz das células indiferenciadas e ¢ substituido por colageno tipo II
quando as células progenitoras se diferenciam em condrécitos. O colageno X estd presente
somente na MEC de condrocitos hipertroficos. A presenca de tenasina na MEC aumenta
durante a condensagdo mesenquimal, ¢ mantida através da diferenciagdo celular
condroprogenitora ¢ é reduzida quando as células se diferenciam. Acido hialurénico ¢
encontrado na MEC de células condroprogenitoras e ¢ mantido através dos condrocito
hipertrofico. A expressao da proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP) inicia-se

na MEC na fase de condensacdo da células mesenquimais e permanece na hipertrofia

celular (Shum, Coleman et al. 2003).
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5. Dexametasona

Além dos fatores de crescimento da superfamilia TGF B e o IGF-1, a dexametasona
também ¢ utilizada na condrogénese. Trata-se de um glicocorticdide que tem também
funcao de influenciar a condrogénese e osteogénese em diferentes concentragdes (Malladi,
Xu et al. 2006). Entretanto o efeito da dexametasona ndo ¢ totalmente entendido e gerou
achados conflitantes. Malladi et al (Malladi, Xu et al. 2006) estudando células
mesenquimais derivadas de tecido adiposo de camundongos compararam o
desenvolvimento destas células na presenca de dexametasona, acido ascoérbico e vitamina D
e encontraram que a dexametasona inibe a diferenciacdo celular destas células de forma
dose-dependente. Por outro lado Livne et al, (Livne and Weiss 1993) encontraram que a
dexametasona exerce um efeito estimulatdrio na sintese de elementos da matriz articular de
células de camundongos com idade de 6 a 12 meses considerados adultos e idosos.

Porém um efeito inibitério foi observado em células de camundongos jovens (de
um a trés meses), dessa forma, foi concluido neste estudo que a sintese de colagenos e
outras proteinas da matriz pelos condrocitos de animais senescentes ¢ maduros podem ser
estimuladas pela dexametasona, variando a eficiéncia da resposta de acordo com a idade do
animal. Outro grupo de pesquisadores (Awad, Halvorsen et al. 2003) estudou células
adiposas humanas estimulando a condrogénese, dividindo-as em trés grupos: o primeiro
sem dexametasona ¢ os dois ultimos com duas concentragdes diferentes. Avaliou-se a
sintese de proteinas na matriz extracelular e foi encontrado que a dexametasona diminui a
sintese e a acumulacao de proteoglicanos.

No entanto um estudo mais recente (Bilgen, Orsini et al. 2007) onde foram
analisadas células sinoviais de joelhos de ratos submetidas a diferenciacdo celular,

encontrou-se que a dexametasona aumentou a produgdo de matriz extracelular, sendo
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altamente regulador concomitantemente com outros fatores no meio de cultura,
concordando com achados de outro autor (Shirasawa, Sekiya et al. 2006) que relata que a
dexametasona adicionada com TGF-B; em meio condrogénico ¢ fundamental para
condrogénese, sendo que o TGF-B3 sozinho nao ¢ suficiente. Desse modo o estudo concluiu
que a dexametasona age como um sinergista, juntamente com outros componentes
condrogénicos. Neste estudo nos utilizamos a dexametasona para diferenciagdo celular.

6. Acido Ascérbico

O meio de cultura também foi suplementado com acido ascérbico, que atua como
uma enzima co-fator e antioxidante que estimula a transcri¢do, translagdo e processo pos-
translacional do colageno nos tecidos conectivos (Mobasheri, Vannucci et al. 2002). Apesar
da importancia da vitamina C para o “turner over” do tecido conectivo, ha uma informacao
limitada publicada sobre seu transporte e metabolismo nos condrocitos. Schwartz et al
(Schwartz, Oh et al. 1981) desenvolveram um estudo onde a OA foi cirurgicamente
provocada em porcos da guiné. Os animais foram divididos em dois grupos: o primeiro foi
suplementado com doses minimas de acido ascorbico e o segundo com uma dose mais
elevada. Foi observado que nos animais que eram suplementados com um nivel minimo de
acido ascorbico a OA foi duas vezes mais agressiva do que o grupo que foi suplementado
com uma dose maior. Os pesquisadores concluiram que a vitamina C estimula a sintese de
cartilagem articular e protege contra a erosdo. Sabe-se também que existem alguns
transportadores especificos de vitamina C que as acumulam nos condrocitos. Um estudo
anterior mostrou que a sintese de colageno tipo Il e do agrecano aumenta quando os
condrocitos de linhagem de ratos sdo expostos ao acido ascorbico. (Franceschi 1992;

Franceschi and Iyer 1992). Neste estudo nos utilizamos o 4cido ascorbico nas culturas.
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7. Sox-9

O Sox-9 tem sido descrito como um fator de transcri¢ao requerido para a iniciacdo
do processo de cartilagem durante a embriogénese (Bi, Deng et al. 1999). Fatores de
transcricdo sdo proteinas que se ligam ao DNA de células eucariodticas para permitir que
haja uma ligagdo entre a enzima RNA-polimerase e 0 DNA, permitindo assim a transcri¢ao
¢ a futura traducéo.

Alguns estudos examinaram a relag@o entre a sinalizacdo das BMPs e a expressao e
fun¢do do Sox. O Sox-9 ¢é conhecido como o marcador para células envolvidas na
condrogénese e seu papel essencial como um regulador da diferenciagdo condrogénica tem
sido confirmado por estudos genéticos (Ng, Wheatley et al. 1997; Bi, Deng et al. 1999). A
perda do Sox-9 ou a sua deficiéncia resulta em perda da maioria dos elementos
esqueléticos. Em mutantes de camundongos, onde a regido do DNA responsavel pela
sintese do Sox-9 foi deletada, ndo houve formagdo de condensacdo celular, pré-requisito
para a condrogénese, ¢ marcadores especificos da cartilagem nao foram expressos (Yoon
and Lyons 2004). Além disso, o Sox-9 ¢ expresso até o estagio pré-condrocito hipertrofico,
que formara osso, quando entdo ha desaparecimento de produgdo do colageno tipo II
(Figura 2). Sendo assim o Sox-9 ¢ requerido para manter o fenotipo de condrdcito articular
(Akiyama, Chaboissier et al. 2002; Yoon and Lyons 2004). Outro estudo ainda mostrou que
0 Sox-9 se liga a0 DNA para ativar elementos a produ¢do de colageno II, coldgeno XI e
Agrecano concordando com a defini¢do de que estes genes estao relacionados com o Sox-9
(Lefebvre, Huang et al. 1997).

Muito pouco ¢ sabido a respeito dos eventos intracelulares, especialmente sobre
fatores de transcricdo que controlam a condrogénese em células mesenquimais

indiferenciadas. Durante a condrogénese, o Sox-9 ¢ expresso em todas as células
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condroprogenitoras, todos os condrdcitos diferenciados, mas nao em condrécitos
hipertroficos (Ng, Wheatley et al. 1997; Zhao, Eberspaecher et al. 1997). 0O dismorfismo
craniofacial, atraso no desenvolvimento do esqueleto e displasia campomélica o qual ¢
caracterizada por hipoplasia da maioria dos ossos endocondrais sdo causadas por mutacao

no Sox-9 (Wagner, Wirth et al. 1994).

Figura 2. Fases da expressdo do Sox-9

Células Mesenquimais indiferenciadas

S0X9 -4 Comprometimento

Osteocondroprogenitores
soxo mmp |

Células Mesenquimais condensadas

SOX9 P
S0OX5, SDX6 v

Condrocitos diferenciados

S0X9 P
S0X5, SOX6

Condrocitos proliferando
SOX9 "'"l

| Condrécitos Hipertroficos

|

Cartilagem calcificada

v

Modificado a partir de Akiyama H., et al., Genes & Dev 16:2813-2828, 2002.

Portanto, além de investigarmos a expressdo génica de macromoléculas como o

coldgeno e agrecano, investigamos também a expressao deste fator transcrigao.
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Desse modo, neste estudo tivemos como um dos alvos, investigar a diferenciacao
celular de células do sangue do cordao umbilical humano em condrodcitos, observando a
formacao da matriz extracelular produzida pelas células estimuladas por TGFB3, IGF-1,
BMP-2 ¢ BMP-6, pela expressdao génica do fator de transcri¢do Sox-9 e o Agrecano, uma

macromolécula também produzida pelos condrocitos articulares.
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Objetivos

Objetivo Geral:
Avaliar a capacidade de condrogénese das células mesenquimais, presentes no sangue do

cordao umbilical humano.

Objetivos especificos

1. Verificar a presenga de células mesenquimais no sangue do corddo umbilical

2. Avaliar a viabilidade das células mesenquimais de se diferenciarem em condrocitos

3. Avaliar a eficiéncia de cada um dos fatores de crescimento os quais as células foram
expostas para diferenciacdo celular através da expressdo génica do colageno,
agrecano € Sox-9.

4. Avaliar qual o melhor tempo para a célula se diferenciar e expressar proteinas
caracteristicas do condrocito.

5. Avaliar qual sistema de cultura (monolayer ou micromass) se mostra mais eficiente

para condrogénese e manutencao do fendtipo das células diferenciadas.
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Hipotese

No sangue do cordao umbilical encontram-se células progenitoras mesenquimais, podendo
dar origem a condrdcitos, quando submetidas a cultura em presenca de fatores de
crescimentos envolvidos com a condrogénese. Por serem células mais primitivas possuem
maior capacidade de diferenciacdo e proliferagio. Uma vez que estds células se
diferenciam, poderemos avangar em direcao a estudos de enxerto das mesmas em lesoes

articulares e doengas degenerativas.

Justificativa

Se esta hipotese se mostrar comprovada, uma nova alternativa de tratamento para lesoes
articulares sera possivel, uma vez que lesdes condrais, assim como doengas tal qual a OA
sdo causadoras de grande morbidade. A possibilidade de terapia celular passa a ser uma
alternativa promissora em doengas que comprometam a cartilagem articular. Além disso, o
aumento do nimero de bancos de sangue de corddo, tanto publicos como privados,

possibilita um acesso mais facil a estas células.
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Materiais e métodos.

1. Coleta do sangue do cordao

Cento e trinta bolsas de sangue umbilical foram colhidas a partir da veia do corddo
umbilical apds consentimento dos pais, tendo sido o projeto apreciado e aprovado nos
Comités de Etica em Pesquisa de ambas as instituicdes (Centro de Assisténcia Integral a
Satde da Mulher - CAISM — da Universidade Estadual de Campinas e Maternidade de
Campinas). As gestantes eram a termo (38 - 41 semanas), ndo apresentavam patologias
sistémicas e eram maiores de 18 anos. O sangue era coletado numa bolsa propria para
coleta de sangue do corddao umbilical humano, com anticoagulante CPDA-1 com volume de

aproximadamente 20% do volume que se espera coletar de sangue. (figuras 3.1, 3.2 ¢ 4).

Figura 3.1 e 3.2. Coleta de sangue do cordao
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Figura 4. Bolsa de sangue com o anticoagulante.

2. Processamento do Sangue

Em seguida as bolsas eram levadas para o laboratorio, em temperatura ambiente, € o sangue
processado com até vinte quatro horas apds a coleta. Em fluxo laminar, as células
mononucleares presentes no sangue do corddo umbilical foram separadas através de
gradiente de densidade usando Ficoll Paque™ Premium (GE Healthcare), de acordo com a

instrucao do fabricante (figura 5).

> — / Células mononucleadas.
)

5=

Figura 5. Separagio de células mononucleares.

r

Apbs separagdo, essas células foram semeadas em garrafas de cultura 75-cm” (Cellstar)

com meio de cultura (a-MEM — Invitrogen, 100 U penicilina, 1000 U estreptomicina e 2

Materiais e métodos
-36 -



mM L-Glutamina e 10 % de soro bovino fetal — FBS, Invitrogen). Apds dois dias as células

ndo aderentes foram retiradas pela troca do meio usualmente trocado duas vezes por

semana. (figura 6).

Figura 6. Células semeadas em garrafas de cultura.

Quando as células alcangavam em torno de 80% de confluéncia, elas eram despregadas da
garrafa com 0,25% de trypsina-EDTA (Gibco), lavadas duas vezes com PBS (Phosphate
buffer saline) com centrifugagdo a 1200 rpm por 10 minutos e ressemeadas a 1:3 sob as
mesmas condi¢des de cultura. Foi permitida a expansdo destas células até duas passagens,

por 21 dias.

3. Citometria de Fluxo

Depois de duas passagens, as células obtidas foram submetidas a citometria de fluxo
usando-se para sua caracterizagdo os seguintes anticorpos: CD90-PECYS5, CD 105-PE, CD
29-FITC, CD73-PE, STRO-PE, CD34-PE, CD 45-SPRD ¢ HLA DR-FITC. Uma sistema
fluidico transporta as particulas de uma suspensdo para que estas sejam interceptadas por
um laser gerado pelo sistema de iluminacao . A luz desviada e a fluorescéncia emitida apos
a interceptacdo sdo coletados pelo sistema Optico e eletronico, que traduz os sinais

luminosos em informagdes armazenadas no sistema de controle e arquivo de dados. Apds a
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aquisi¢cdo dos dados, podem ser realizadas analises graficas dos resultados, utilizando

programas especificos (Figura 7)

® Detectores
Luz desviada
@ f para frente a\
Amostra (@) = .
R
=i}
@ Luz desviada 9 e
Tampao ® [ para o lado _E z
ay ®|= Filtros | _1_g, |Fluorescefna Luz desviada
Opticos verde (FL1) - = para frente
©
Fluoresceina 2
O] b | laranja (FL2) L | 3
5
Fluoresceina &
! \-’t‘.(l;[:rlL(;lTa 7 Fluorescéncia

Sistema Sistema Sistema Optico e Sistemas de Controle
de Luzes  Fluidico Eletrinico ¢ Arquivo de Dados

Jaroszeski et al, 1999

Figura 7. Processo de citometria de fluxo

4. Diferenciagao Celular

Em seguida, as células forma submetidas a diferenciagdo pelo estimulo com fatores de
crescimento em dois modelos distintos de cultura: micromass e em monolayer. As células
colocadas em cultura de alta densidade (micromass) foram diluidas em aproximadamente
10-15 x10° células/ml de meio, colocadas gotas de 10pl contendo aproximadamente 2x10°
células em placas de 96 pocos (Corning, NY). Estas placa eram levadas para incubadora

Materiais e métodos
-38 -



por duas horas a 37° C com intuito das células aderirem & placa e depois as células foram
submersas delicadamente de forma que a gota ndo se desmanchasse, em meio de cultura
para diferenciacdo. As células em monolayer por sua vez, foram colocadas em placas com
6 pogos (corning, NY) e a principio estavam re-suspensas no meio e colocadas para
aderéncia de forma uniforme para diferenciagdo. O meio de cultura utilizado foi
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) com alta concentragdo de glicose e
suplementado com acido ascorbico (50pg/ml — Sigma Alderich), Prolina (40 pg/ml - Sigma
Alderich); insulin-transferrin-selenium (ITS+1- 1% - Sigma Alderich) e dexametasona
(0,1uM- Sigma Alderich). Depois os fatores de crescimento foram adicionados nos
diferentes grupos de células: TGF-B; — 10ng/ml, IGF-1 10ng/ml, BMP-6 500ng/ml ¢ BMP-
2 500ng/ml (Sigma-Alderich). O meio de cultura foi trocado sistematicamente duas vezes
por semana. O meio de cultura obtido das trocas foi armazenado para posterior precipitacao
de proteinas.

5. Proteinas do meio de cultura

As proteinas contidas no meio de cultura foram precipitadas usando-se 2 mg/ml de Pepsina
(Sigma-Aldrich) e 30ul/ml de acido acético glacial. O “pool de meio” o era mantido em 30°
C por trinta minutos e, em seguida, colocado na geladeira por 12 horas sob agitagdo
constante. Apods esse tempo as amostras eram centrifugadas por noventa minutos em 5000
G. Finalmente o botdo formado no tubo de centrifugacdo (pelete) era lavado duas vezes
com PBS e ressuspendido em 30ul de 4gua dietilpirocarbonado (DEPC). A quantidade de
proteina obtida era determinada pelo espectrofotdmetro gene quantus no comprimento de

onda de 595 A
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6. Western Blotting
Apds a quantificacdo, trinta microgramas da proteina obtida eram separadas por SDS-
PAGE a 10% e transferida para uma membrana de nitrocelulose (Amersham). A membrana
era bloqueada com 5% (v/v) de leite desnatado em PBS, contendo 0,1% de Tween 20%.
Em seguida a membrana era incubada com anticorpo contra coladgeno tipo II, diluido 1:800
(Chemicon), por doze horas e entdo a membrana era lavada trés vezes com PBS contendo
0.1% Tween 20, seguida pela incubacdo com o anticorpo secunddrio e peroxidase
conjugada. Os sinais eram visualizados usando o kit SuperSignal West Pico
Chemiluminescent (Pierce) e a auto radiografia realizada em filmes da marca Kodak.
7. Extracdo de RNA e sintese de cDNA
Apb6s 7, 14 e 21 dias de cultura de cada grupo, o RNA era extraido usando-se o reagente
TRIZOL, de acordo com as instru¢cdes do fabricante (InvitrogenTM Life Technologies,
Cartsbad, CA, USA). Um micrograma do RNA total foi tratado com 1 U de
desoxyribonuclease 1 (DNase 1) (InvitrogenTM Life Technologies CA) para evitar
contaminacdo com DNA gendmico. A transcricdo reversa foi feita com SuperScriptll
(Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante.
8. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR)

A técnica de real time ¢ baseada no monitoramento da fluorescéncia emitida durante
a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). E denominado qRT-PCR porque utiliza como fita
modelo (template) o cDNA obtido pela transcri¢do reversa do RNA. A qRT-PCR ¢ baseada
na ligacdo de um corante especifico (SYBRGreen), na fita recém sintetizada. O
SYBRGreen se intercala em fitas duplas de DNA emitindo um a fluorescéncia que ¢

captada ciclo a ciclo pelo equipamento. A reagdo foi realizada em placas de 96-pogos, no
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equipamento ABI Prism 7000 Sequence Detection machine (Applied Biosystems, Foster
City, CA), usando SYBRGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). O
volume total de cada reagdo de PCR foi de 12 pl, contendo 6 pl Sybr Green PCR Master
Mix, 10 ng cDNA (3ul), and 150 pM (3 ul) de senso e antisenso dos iniciadores (primers).
Todas as amostras foram quantificadas em duplicata.

A qRT-PCR foi realizada a 95°C por 10 min (ativagio), 40 ciclos de 95°C por 15 s,
60°C por 20 s, e 72°C por 20 s (amplifica¢do), e 72°C por 1 min (extensio final). Foi feita a
curva de dissociagdo depois da PCR completa para certificacdo de que a fluorescéncia nao
estava sendo gerada por amplificagdo inespecifica dos primers, confirmando a
especificidade dos produtos amplificados. Esta curva se baseia no Tm (Melting
Temperature) de cada produto, que é determinada pela sua composi¢ao de nucleotideos. A
cada varia¢do da temperatura, que acontece entre 60° C a 95° C logo apds o término do
PCR, sao coletados os dados de fluorescéncia. A curva de dissociacdo se da quando em
determinada temperatura o produto da PCR separa suas fitas e ocorre queda de
fluorescéncia gerada pelo SYBRGreen, uma vez que este intercala somente dupla fita.
Controles sem a adicao do template (NTC) foram incluidos para cada par de primers.

Para quantificagdo da expressdo dos genes utilizamos o método de “analise relativa
dos dados”, onde a expressao dos genes selecionados foi quantificada em relagdo a um gene
de controle endogeno de expressao, o Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH).

Para a andlise dos dados, primeiro fizemos a normalizacio dos mesmos, onde
obtivemos os niveis de expressdo génica das amostras sempre em relagdo a amostra
calibradora ACT (ACT da amostra a ser quantificada menos ACT da amostra calibradora).

Ap6s esta normalizacdo, foi realizada entdo a calibracdo dos mesmos, utilizando situagdes
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onde a expressdo do gene alvo ¢ inexistente, levando ao segundo passo da derivagdo
aritimética denominada AACT, isto é, (ACT da amostra a ser quantificada menos ACT da
amostra calibradora) menos o CT calibrador da amostra que o gene alvo ndo ¢ expresso. E

AACT

finalmente fizemos a andlise relativa dos dados pela formula aritimética 2 (Bustin

2002) obtendo-se o nimero relativo de copias amplificadas.

ct gene

Act(ct gene alvo - ct AAct(Act-Act ol-Alcy
alvo

GAPDH) calibrador)

ct gapdh

Para que a reacdo de PCR em tempo real seja confidvel e reprodutiva ¢ necessario
que a reacdo ocorra em condigdes Otimas, com 90 a 100% de eficiéncia (Pfaffl 2001).

As reagdes de PCR em tempo real forma otimizadas testando-se varias concentracdes de
iniciadores (primers) em uma dilui¢ao seriada de cDNA.

Os dados para serem aplicados a formula aritmética foram coletados na forma de
emissdo de fluorescéncia na fase exponencial da reacdo pela determinagdo de um unico
Threshold. O Threshold nada mais ¢ que uma linha tragada na horizontal no grafico de
amplifica¢do. O ponto de encontro entre esta linha e a curva de amplificagdo determina o

Cycle Threshold, ou CT.

Os primers utilizados estao descritos na tabela 1:
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Tabela 1. Seqiiéncia dos iniciadores (Primers) utilizados na qRT-PCR.

Senso 5’-GGCAATAGCAGGTTCACGTACA-3’
Colageno Tipo 11

Antisenso 5’-CGATAACAGTCTTGCCCCACTT-3’

Senso 5’-TCGAGGACAGCGAGGCC-3°
Agrecano

Antisenso 5’-TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA-3’

Senso 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’

Sox-9
Antisenso 5’- CCACTTGATTTTGGAGGGATCT-3’
Senso 5’-GACTTCCGCGACGTGGAC-3’
GAPDH
Antisenso 5’-GTTGGGCGGCAGGTACTG-3’

9. Analise Estatistica
A analise estatistica foi desenvolvida pela one-way analysis of variance (ANOVA),
usando o software comercialmente disponivel (InStat; GraphPad Software, San Diego,

http://www.graphpad.com). O intervalo de confianca foi 95%. Levando em conta as

comparagdes multiplas entre grupos, valores que foram menores que 0.05 foram

considerados significantes.
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Resultados

1. Isolamento, expansdo e caracterizagdo das células:

Foram coletas e processadas 130 bolsas de sangue de corddo, das quais as células
mesenquimais de apenas 40 foram submetidas a diferenciagcdo, o que representa um sucesso
de aproximadamente 30%, corroborando com dados da literatura que referem eficiéncia
baixa na obtencao destas células. (Manca, Zwart et al. 2008; Rebelatto, Aguiar et al. 2008).
O sangue do corddo umbilical foi coletado de gestantes de media gestacional de 39 semanas
+ 1.5 semanas, com volume de 80 ml + 20ml, incluido o volume do anticoagulante CPDA.
Foi obtido uma média de células nucleadas de 9,5 + 2,7x 10%. 0 sangue era processado até
24 horas apos a coleta. Nenhuma relagdo foi encontrada entre a idade gestacional e o
nimero de células. Depois de 15 dias, as células aderentes adquiriram uma morfologia

fibroblastoide. (figura 8).
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Figura 8. Células do sangue do corddo umbilical, 15 dias de cultura.

2. Citometria de Fluxo.

Na caracterizagdo imunofenotipica das células mesenquimais de sangue de cordao
umbilical (porcentagem de células positivas para os marcadores de superficie celular
analisados por citometria de fluxo) obtivemos os seguintes resultados:

CD90 PE 95.36%, CD 105 PE 95.35%, CD 29 FITC 92.28%, CD73 90.20%, STRO 1 PE

65.29%, CD 34 PE 0.15%, CD 45 S PRD 0.41%, HLA DR — FITC 0.03% (figura 9).
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Figura 9. Citometria de Fluxo de células do sangue do cordao.
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3. Transcrigdo reversa

Ap6s a extracdo de RNA, um gel de agarose a 2% foi corrido para visualizar a presenca do

RNA, assim como avaliar a qualidade do mesmo. Foi verificada a presenca das suas
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subunidades do RNA (18s e 18s) Em seguida, faziamos a quantificagdio com o

espectrofotdometro para iniciar o tratamento com a DNAse e posterior transcrigdo reversa.

Figura 10. Gel de agarose a 2% com RNA, com as duas subunidades do RNA (18S ¢ 28S).

4. Curva de eficiéncia dos primers

Apds a reagdo de transcriptase reversa, fizemos uma curva de eficiéncia dos primers, onde
estes eram diluidos em 150Nm, 300 nM, 600nM e 900nM. Usamos cDNA de condroécitos
normais para amplificagdo dos genes procurados, obtidos através amputagcdo e obtivemos
amplificacdo de todos os primers com 150 nM. (colageno tipo II, Agrecano, Sox-9,

GAPDH)
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Figura 11. Curva de eficiéncia e dissociagdo dos primers em diferentes concentragdes.

Também fizemos uma curva de eficiéncia para determinarmos a quantidade de cDNA. A
quantidade de cDNA foi determinada ap6s a diluicdo em concentragdes que variavam em

escala logaritmica. Obtivemos a amplificagdo com 10 ng de cDNA.
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Figura 12. Curva de eficiéncia para quantidade de cDNA.

5. RT-PCR em Tempo Real

5.1.Expressdo de colageno tipo 11

Em relagdo ao colageno tipo II, no nivel génico, com sete dias ndo se observou a sua
expressao, tanto nas células que foram cultivadas no sistema de cultura em monolayer,
quanto nas células que foram cultivadas em micromass, em todos os grupos estimulados
com os diferentes fatores de crescimento aqui estudados. Em alguns experimentos, no
entanto, observou-se esta expressao ja num numero elevado de ciclos e ainda assim, numa
infima quantidade de copias. Deve ser observado, que as escalas dos graficos estdo
diferentes para cada um dos estimulos

5.1.1 Células estimuladas com TGF-3
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Nas células que foram estimuladas com TGF-B3, apds 14 dias em monolayer a
expressao de coldgeno foi maior do que em micromass no mesmo tempo de cultura (P<
0.001). No entanto, neste mesmo grupo, a expressao diminui no 21° dia (P<0.001).
Observamos também que ndo houve diferenca estatistica significante entre as células
cultivadas em micromass no 14° e no 21° dia. Também nao houve diferenga estatistica da

expressao do coldgeno entre os dois modelos de cultura no 21° dia.

Expression of type Il Collagen - TGFbeta 3
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60000 -

50000 -
40000 -
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B TGF mi

30000 -
20000 -
10000 +

Number of copies

No GF 7d 14d 21d

Grafico 1. Expressdo do colageno, no nivel génico, nas células estimuladas com o TGF B3 . (P<0.001 - ***)

5.1.2 Células estimuladas com IGF-1
Nas células estimuladas com IGF-1 a expressdo do colageno em ambos os modelos
de cultura mostrou-se tempo-dependente, ou seja, no 21° dia o nivel de expressao foi maior
que no 14° dia, tanto em monolayer quanto em micromass (P<0.001). Além disso, a
expressao do 14° em micromass foi maior que no 14° dia em monolayer (P<0.01) e maior

que no 21° em monolayer (P<0.05) (Grafico 2).
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Grafico 2. Expressdo do colageno, no nivel gé€nico, nas células estimuladas com o IGF -1.

P<0.001- **%*; P<0.01 -**; P<0.05 - *

5.1.3 Células estimuladas com BMP-2
Nas células estimuladas com BMP-2, ap6s 14 dias, o sistema de cultura ndo interferiu na
quantidade de coldgeno produzida. Com 21 dias, no entanto, as células cultivadas
micromass mostraram-se mais eficientes no que diz respeito a expressao deste gene do que
aquelas cultivadas pelo mesmo periodo em monolayer (P<0.001). Em micromass verificou-
se também uma relacdo tempo-dependéncia entre o 14° ¢ o 21° dia (P<0.001), diferente do

sistema em monolayer onde nao houve diferenca estatistica entre esses dias (grafico 3).
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Expression of Collagen - BMP-2
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Grafico 3. Expressdo do colageno, no nivel gé€nico, nas células estimuladas com 0 BMP-2. P<0.001- **%*;

5.1.4 Células estimuladas com BMP-6
Nas células estimuladas com BMP-6, em monolayer houve uma maior expressao do
colageno do que a observada naquelas cultivadas em micromass e estimuladas durante 14
dias (P<0.001). Em relagdo as células cultivadas por 21 dias, as que estavam em micromass
expressaram mais coldgeno do que as cultivadas em monolayer (P<0.001). Observou-se
ainda naquelas cultivadas em micromass uma relagdo de tempo-dependéncia,
diferentemente do observado entre cultivadas em monolayer. Nao houve diferenca
estatistica da expressdo do colageno entre as células mantidas 21 dias em micromass em 14

dias e em monolayer.
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Expression of Collagen - BMP-6
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Grafico 4. Expressdo do colageno, no nivel génico, nas células estimuladas com o BMP-6. P<0.001- **%*;

A figura 13 mostra a amplificacdo do coldgeno na RT-PCR m tempo real, A figura 13.1
mostra a curva de dissociagdo, confirmando a auséncia de amplificagdo de produtos

especificos.

Resultados
-54 -



Figural3. Amplificagdo do Colageno tipo II

Figura 13.1. Curva de dissociag@o.

5.2 Expressdo do gene Agrecano

Em relacdo ao Agrecano, no nivel génico, com sete dias, também ndo se observou
expressao génica, tanto nas células que foram cultivadas no sistema de cultura em
monolayer, quanto nas células que foram cultivadas em micromass, em todos os grupos de

fatores de crescimento estudados, ou quando isso ocorreu foi infimo.

5.2.1 Células estimuladas com TGF (3
As células mantidas por 14 dias em micromass expressaram maior quantidade de agrecano
do que as mantidas em monolayer por 21 dias (P<0.001). Alem disso o nivel de expressao
também foi maior no 14° dia em micromass do que as células mantidadas em monolayer

pelo mesmo periodo (P<0.01). As células mantidas em monolayer por 14 dias expressaram
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mais coldgeno do que as mantidas em micromass por 21 dias (P<0.05).

diferenca estatistica significante entre os dois sistemas no 21° dia.

N3o houve

45000 -
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -

5000 -

Number of copies

Expression of Aggrecan - TGF beta3

m TGF mo
0O TGF mi

No GF

7d

14d 21d

Grafico 5. Expressdo de agrecano nas células estimuladas com o TGF f3;,

P<0.001- ***; P<0.01 -**; P<0.05 - *

5.2.2 Células estimuladas com IGF-1

A expressao de agrecano in monolayer foi menor no 14° dia do que no 21° dia

(P<0.05)

A mesma relagao de tempo-dependéncia também foi observada em micromass (P<0.001).

No 14° dia, no entanto, ndo houve diferenca estatistica entre os dois sistemas de cultura.

No 21° dia o nivel de expressao foi maior em micromass do que em monolayer (P<0.001)

(grafico 6).
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Grafico 6. Expressdo de agrecano nas células estimuladas com o BMP-2. P<0.001- ***; P<(.05 - *

5.2.3 Células estimuladas com BMP-2
Nas células que foram estimuladas com BMP-2 a expressao deste gene foi bem acentuada.
Em monolayer e em micromass por 14 dias, ndo houve diferencga estatistica. J4 no 21° dia
as células cultivadas em micromass diminuiram a produ¢ao de agrecano em relagdo ao 14°
dia (P<0.01) enquanto que as que estavam em monolayer no 14° dia aumentaram a
expressao no 21° dia (P<0.001) mostrando neste ultimo caso, uma relacdo tempo-

dependente. Estes dados podem ser vistos no grafico 7.

Resultados
-57-



Expression of Aggrecan - BMP-2
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Grafico 7. Expressao de agrecano nas células estimuladas com BMP-2.

P<0.001- **%*; P<0.01 -**;

5.2.4 Células estimuladas com BMP-6
Nas células estimulas com BMP-6, a expressao de agrecano foi bem pequena (menos que
3.500 copias) quando comparada com a expressdo deste gene pelo outros fatores de
crescimento, mesmo no 21° dia. Embora se observe uma pequena expressao no 7° dia de
estimulo, isso somente ocorreu em ciclos muito altos, sendo possivel visualiza-los no
grafico em razdo da baixa expressdo nos outros dois tempos estudados. Ainda assim, foi
possivel observar que no 14° em monolayer a expressao do agrecano foi maior do que no
mesmo tempo em micromass (P<0.001). Quando analisamos o 14° dia em micromass
verificamos que também foi menor que o 21° dia em monolayer (P<0.05) em todos os

tempos estudados. Nao houve diferenga significativa entre o 14° e 0 21° dia (Grafico 8.).
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Expression of Aggrecan - BMP-6
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Grafico 8. Expressdo de agrecano nas células estimuladas com BMP-6. P<0.001- ***; P<(.05 - *

5.3 Expressdo de Sox-9

Tratando-se de um fator de transcrigdo, a expressao génica ¢ menor do que os
demais genes estudados, o que requer uma escala diferefnte na constru¢des dos graficos
demais genes estde uma proteina de matriz.

Da mesma forma que observado em relagdo aos genes anteriores, ndo houve
expressao de Sox-9 no dia 7 em nenhum dos grupos, ou quando isso ocorreu o numero de
copias foi muito pequeno.

5.3.1 Células estimuladas com TGF f;

As células estimuladas com TGFB-3 em micromass € em monolayer no 14° dia nao
mostraram diferenga significativa no nivel de expressdo deste gene. No 21° dia, em
monolayer a expressao foi menor do que a verificada no 14° dia em monolayer (P<0.001).
Quando comparado os dois sistemas de cultura no 21° dia, observou-se uma diferenca

significativamente maior em micromass (P<0.001). Também verificou-se uma diferenca
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estatistica menor em micromass no 21° d quando comparada com o 14° dia (P<0.05), como

visualizado no grafico 9.
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Graéfico 9. Expressao de SOX-9 nas células estimuladas com TGF f5. P<0.001- ***; P<(.05 - *

5.3.2 Células estimuladas com IGF-1
As células estimuladas com IGF-1 mostraram uma relagdo tempo-dependente
quando cultivadas em micromass e expressaram significativamente este gene aos 21 dias,
quando comparado como os outros tempos de cultura (P<0.001). Nao houve diferenca
estatistica significante entre os grupos(monolayer e micromass) no 14° dia, asssim como,

quando comparou-se em monolayer no 21° dia. Estes dados podem ser vistos no grafico 10.
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Grafico 10. Expressdo de SOX-9 nas células estimuladas com IGF-1. P<0.001- ***;

5.2.3 Células estimuladas com BMP-2

As células que foram estimuladas com BMP-2 expressaram significativamente este gene no
14° dia, aumentando no 21° dia tanto em monolayer (P<0.001) como em micromass
(P<0.001), demonstrando uma relacdo de tempo-dependéncia em ambos os modelos de

cultura. Nao houve diferenca estatistica entre os dois sistema no 21° dia, diferente do

observado no 14° dia (P<0.01) observado no grafico 11.
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Grafico 11. Expressdao de SOX-9 nas células estimuladas com BMP-2.

P<0.001- ***; P<0.01 -**; P<0.05 - *

Resultados

-61 -




5.2.4 Células estimuladas com BMP-6
As células que foram estimuladas com BMP-6 em monolayer e em micromass, em ambos

os modelos de cultura ndo mostraram expressao deste gene em qualquer um dos tempos.

6. Western Blotting

Coldgeno tipo 11

Observou-se a presenca de coldgeno no meio de cultura a partir de sete dias,
diferentemente da PCR em tempo real, explicado pelo pool de meios formado pelas trocas
duas vezes por semana que foi aglomerando pequenas quantidades desta proteina. Também

observou-se que no dia 14 a quantidade foi maior.

14 dias monolayer
21 dias monolaver
21 dias micromass

7 dias monolayer
7 dias micromass
14 dias micromass

70 Kb

Figura 14. Western Blotting colageno tipo II — Células estimuladss com TGF B3

No meio de cultura das células que foram cultivadas com IGF-1, também encontramos a o
colageno presente, a partir do dia 7, também explicado pela formagao de um pool de meio.

Também podemos confirmar a produgdo desta proteina nos dias 14 e 21.
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Figura 15. Western Blotting Colageno tipo II — Células estimuladas com IGF-1

Da mesma forma encontramos essa proteina expressa nas células que foram cultivadas e
estimuladas com BMP-2, no dia 7, 14 e 21, de mesmo modo que foi observado nos

resultados do PCR em tempo real.

21 dias monolayer

7 dias monolayer
14 dias monolayer
7 dias micromass
14 dias micromass
21 dias micromass

- G SN S T )Kh

Figura 16. Western Blotting Colageno tipo II — Células estimuladas com BMP-2

Finalmente, em relacdo as proteinas encontradas no meio de cultura das células estimuladas

com BMP-6, também foi encontrada a presenga de colageno no meio de cultura onde estas
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células foram cultivadas, no dia 7, 14 e 21. Também em concordancia com os resultados

obtidos na PCR em tempo real.

7 dias monolayer
14 dias monolayer
21 dias monolaver
7 dias micromass
14 dias micromass
21dias micromass

;
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Figura 17. Western Blotting Colageno tipo II — Células estimuladas com BMP-6
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Discussio

O potencial esperado de células progenitoras mesenquimais ¢ um assunto de grande
relevancia para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no contexto da terapia
celular. Embora as caracteristicas biologicas das células tronco mesenquimais tenham sido
um assunto de intensa investigagcdo dos ultimos anos, ndo ha uma definicdo universalmente
aceita deste tipo de célula.

Apesar da identificagdo destas células no sangue do corddo umbilical humano ter
sido previamente descrita (Erices, Conget et al. 2000; Goodwin, Bicknese et al. 2001)
outros autores negam a presenca destas células no sangue do corddo umbilical humano e
defendem que ha somente células de linhagem hematopoiética (Gutierrez-Rodriguez,
Reyes-Maldonado et al. 2000; Mareschi, Biasin et al. 2001; Wexler, Donaldson et al.
2003). Nos experimentos conduzidos neste estudo, apos isolamento das células
mesenquimais pelo critério de aderéncia e posteriormente a avaliagdo por citometria de
fluxo, foram identificadas células com marcadores em suas superficies considerados
positivos para linhagem de células mesenquimais e negativos para linhagem
hematopoiética, além disso, observamos que quanto menor o tempo entre a coleta € o
processamento do sangue, maiores seriam as chances de sucesso no isolamento das células,
concordando com resultados da literatura (Kang, Zang et al. 2006). Morfologicamente,
estas células adquiriram o formato fibroblastdide, também caracteristico de células tronco
mesenquimais, confirmando a existéncia destas células neste tecido, em concordancia com
os achados de outros autores (Pittenger, Mackay et al. 1999; Minguell, Conget et al. 2000).
A porcentagem de éxito obtido aqui no isolamento destas células também concordam com

os dados descritos na literatura, em trabalhos realizados recentemente (Kang, Zang et al.
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2006; Manca, Zwart et al. 2008). Kang et al (Kang, Zang et al. 2006) estudaram
diferenciacdo de células do sangue do corddo umbilical em osteoblastos, adipocitos e
neurdnios, obtendo um €xito na obten¢do de células mesenquimais em 20% das amostras
analisadas, semelhante a obtida neste estudo, além disso foi observado que, nas bolsas de
sangue que foram processadas até 6 horas apos o parto, o €xito na obtencao destas células
era melhor, de forma semelhante ao que ocorreu com o observado neste trabalho, onde
percebemos que a bolsa de sangue processada logo apds a coleta resultava em células mais
vidveis para diferenciagdo celular, embora esses dados ndao tenham sido quantificados.
Outro estudo caracterizou as células mesenquimais do sangue do corddao umbilical e
concluiu que € possivel isolar estas células, porém com uma baixa eficiéncia, com padrdes
de crescimento e potenciais de diferenciagdo variados entre as amostras (Manca, Zwart et
al. 2008), semelhante ao que encontramos nas nossas amostras.

Embora o sangue do corddao umbilical ndo apresente a mesma magnitude que a
medula 6ssea e o tecido adiposo no que diz respeito ao conteudo de células tronco
mesenquimais (Mannello and Tonti 2007), a disponibilidade e o alto potencial
hematopoiético induziram a criagdo de uma rede de banco de sangue de cordao umbilical e
o desenvolvimento de esforgos para o seu uso pratico na medicina, desencadeando a
realizacdo de diversos estudos, inclusive o presente. Dessa forma avaliou-se aqui a
viabilidade da condrogénese a partir de células mesenquimais oriundas do sangue do
corddo, por meio de técnica atuais que analisaram quantitativamente a expressao de genes
especificos da cartilagem articular humana, tais como coldgeno do tipo Il e o Sox-9, fator
de transcricdo importante porque precede a producdo do colageno tipo II, como ja
comentado. Uma vez que este fator de transcrigdo € expresso indica que a célula sintetiza

coldgeno tipo II caracteristicamente produzido por condrécitos articulares, diferentemente
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dos condrocitos que apds hipertrofia induzem a formagdo de coldgeno tipo I, matriz
ostedide e osso (Akiyama, Chaboissier et al. 2002; Poole 2003). Quando o condrocito nao
expressa este fator de transcri¢do ele se hipertrofia e produz cartilagem calcificada
(Akiyama, Chaboissier et al. 2002). Verificou-se ainda no presente estudo a presenga do
proteoglicano agrecano, macroagregado mais frequente na cartilagem humana, embora nao
seja exclusivamente presente neste tecido, podendo ser encontrado em tenddo (Vogel,
Sandy et al. 1994), placa de crescimento (Shum, Coleman et al. 2003), e que estd
diretamente ligada a sua funcao, através da observagao da expressao do seu gene. Além da
expressao destes genes pelas células neoformadas, também foi objetivo no corrente estudo,
avaliar a produ¢do destas proteinas, analisadas pela realiza¢do de imunoblottings, por meio
da precipitacao destas a partir de um pool de meio de cultura armazenado a artir de suas
trocas.

Estudos prévios mostram o papel crucial da cascata de sinalizagdo ativada pelos
membros da familia de TGF-B, promovendo a expressdo dos genes especificos de
cartilagem (Tuli, Seghatoleslami et al. 2002; Lee, Kim et al. 2004). Tulis et al (Tuli, Tuli et
al. 2003) estudaram o papel do TGF-f na condrogénese e o envolvimento da N caderina -
em células progenitoras mesenquimais derivadas de osso trabecular humano, mostrando
que o TGF-f inicia e mantém a condrogénese envolvendo um aumento dos niveis de N-
caderina que se expressa durante a condensagdo celular pela regulagdo das moléculas de
adesdo. Este fato sugere que a condensagao celular in vitro promoveria uma condrogénese
mais aproximada da que ocorre in vivo, resultando em uma matrix cartilaginosa mais
eficiente e proxima da encontrada na MEC normal. Mello e Tuan (Mello and Tuan 1999)
desenvolveram estudos com células mesenquimais de embrido de galinha, submetendo-as a

cultura em micromass, uma vez que a condensacdo celular ¢ um pré-estagio para
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condrogénese estimulando o aumento da liberagdo de N-caderina. Desse modo eles
estudaram o papel desta proteina com embrides mutantes para esta molécula, isto &,
embrides cuja sequencia genética responsavel pela sintese desta proteina foi deletada do
DNA, ¢ embrides selvagens, ou seja, onde a sequéncia de DNA estava integra. A
condrogénese foi entdo caracterizada através de marcadores fenotipicos de condrocitos.
Observaram entdo que os embrides com mutagdo deletada para N-caderina diminuiram a
condensacao celular e houve alteragdo na condrogénese enquanto que as culturas realizadas
com o tipo selvagem de embrido se condensaram normalmente, mostrando que a regulacao
da N-caderina ¢ um passo importante na condrogénese a partir de células mesenquimais.
Pensando nestes resultados apresentados por eles € que se optou no corrente estudo, avaliar-
se a diferenciacdo das células mesenquimais em condrécitos em dois modelos de cultura:
monolayer e micromass, com a hipdtese de que, pelo fato das células estarem condensadas,
liberariam mais N-caderina e se diferenciariam em condrocitos com maior semelhanca ao
que acontece in vivo.

No entanto, diferentemente do que se esperava, observou-se sim a producao de
colageno tipo Il também em monolayer, e ndo apenas em micromass, ja a partir do 14° dia
em todos os grupos que foram estimulados com os quatro fatores de crescimento estudados.
No entanto, nas células cultivadas em monolayer e estimuladas com TGF-B3 a producdo de
coldgeno foi ainda maior do que a observada com os demais fatores de crescimento, de
maneira similar ao observado em outros estudos realizados e que demonstraram a produgao
do colageno a partir de 14 dias em células mesenquimais de medula d¢ssea, indicando desta
forma que as células derivadas do corddo umbilical podem se comportar de maneira
semelhante as células derivadas de outros tecidos. (Lee, Kim et al. 2004; Neumann, Dehne

et al. 2008). Este fato pode estar associado a acdo isolada destes fatores de crescimento,
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particularmente do TGF-3. Depois de 21 dias em cultura, observou-se que a expressao do
colageno diminuiu em monolayer € se manteve em micromass, provavelmente em razao da
desdiferenciacio celular que ocorre com condrocitos mantidos em monolayer. E sabido que
condrécitos em monolayer perdem seu fendtipo e passam a expressar colageno tipo I ao
invés do colageno tipo Il e uma vez que isso ocorre o tecido formado ¢ fibrocartilaginoso
com propriedades inferiores a cartilagem hialina, propria da cartilagem articular (Hickok,
Haas et al. 1998).

A expressdo de agrecano nas células estimuladas com TGF B3, da mesma forma que o
colageno, também apareceu a partir do 14° dia, ndo somente em micromass, mas
surpreendentemente de maneira expressiva também em monolayer. Este fato pode ser em
parte explicado pela ndo especificidade deste gene, que pode também aparecer em outros
tecidos, como por exemplo o tendao (Vogel, Sandy et al. 1994), placa de crescimento
(Shum, Coleman et al. 2003), condrocitos hipertroficos (Shum, Coleman et al. 2003) e que
também, ao que parece, estdo sujeitos também a outros mecanismos de regulacdo que nao
aqueles envolvidos pela liberagdo de moléculas de adesdo, como ocorre em relagdo ao
colageno do tipo I e ao Sox-9 neste sistema de cultura, onde a alta densidade celular induz
ao aumento de producgdo de N-caderina conforme descrito anteriormente (Tuli, Tuli et al.
2003). Todavia, no 21° dia de cultura a expressao foi maior em micromass concordando
com estudo anterior (Xu, Wang et al. 2008).

Da mesma forma, foi observado que a expressdo do Sox-9 também se manteve
igual no 14° dia e 21° dia nas células cultivadas em micromass, porém, a expressao do Sox-
9 diminui no 21° dia das células cultivadas em monolayer. Estudos anteriores realizados em
ratos mostraram que o Sox-9 ¢ altamente expresso durante o processo de formacdo do

condrocito, assim como, durante o desenvolvimento gonadal (Wright, Hargrave et al. 1995;
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Kent, Wheatley et al. 1996). Além disso, outro estudos relatou que o Sox-9 ¢ expresso em
todas as c¢lulas precursoras condrogénicas e em condrocitos que produzem coldgeno tipo II
(Zhao, Eberspaecher et al. 1997), estudo este, o qual avaliou-se o papel do Sox- 9 na
formacdo da cartilagem em varios estdgios de desenvolvimento de embrides de
camundongos e observou-se uma perfeita correlagcdo entre os niveis de Sox-9 e a expressao
do coléageno tipo II. Sox-9 ndo foi observado em condrocitos hipertroficos, que podem se
tornar osso como demonstrado por Benya et all em 1982 (Benya and Shaffer 1982) quando
notaram que a expressao do coldgeno II se perde apods trés passagens em cultura em
monolayer, mas que também ¢ possivel recuperar o fendtipo de condrdcito quando estas
células sdo transferidas para o sistema de cultura tridimensional (Benya and Shaffer 1982).
Esta alteragdo de fendtipo ¢ denominada desdiferenciacdo e descreve, como ja comentado,
a conversao dos condrocitos em células com aspecto semelhante ao dos fibroblastos. O
mecanismo pelo qual este processo ocorre permanece por ser elucidado, ja tendo sido
observado que comega a ocorrer nos primeiros dias de cultura (Darling and Athanasiou
2005). Estes achados foram posteriormente confirmados por outros (Lemare, Steimberg et
al. 1998; Haudenschild, McPherson et al. 2001; Stokes, Liu et al. 2001; Lee, Reisler et al.
2003; Lin, Fitzgerald et al. 2008). Assim pode se explicar a diminui¢do da expressdo do
Sox-9, nas células estimuladas com TGFB3 no 21°d quando mantida em monolayer, ao
passo que as células que estavam em micromass mantiveram o nivel de expressao deste
gene tal qual ocorrido no presente estudo.

Estes resultados indicam que, ao trabalhar-se com condrdcitos diferenciados a partir
de células mesenquimais provenientes de cordao umbilical, cultivados em micromass, o

fenotipo ¢ mantido, ao passo que, no cultivo destas células em monolayer o fenotipo ¢é
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alterado mais rapidamente, provavelmente comprometendo a qualidade da matriz
produzida.

Também observou-se que bastam 14 dias de cultura com TGF B3 para se obter uma
célula integra produzindo os constituintes mais abundantes e funcionais da cartilagem.
Obviamente mais estudos, avaliando-se também outros componentes menores deste tecido,
tais como os coladgenos dos tipos IX e XI, proteoglicanos menores, e outras tantas proteinas
colagénicas e ndo colagénicas que também compdem a MEC da cartilagem este tecido
serdo necessarios para corroborar estes achados.

Tem sido relatado que o IGF-1 tem efeito na atividade mitogénica e sintese de
matriz articular (Fukumoto, Sperling et al. 2003). Fukumoko et al, mostrou que em células
contidas no peridsteo de coelhos, o IGF-1 promove condrogénese, porém quando
combinado com TGFB3 ocorre uma maior expressdo do colageno tipo II. No corrente
estudo, nas células estimuladas com IGF-1 sozinho e mantidas em cultura de micromass foi
observado a produgao de colageno tipo II a partir do 14° dia, com o aumento desta no 21°
de forma significativamente maior do que as células que foram cultivadas em monolayer,
Nestas ltimas, a expressao do colageno se manteve constante apos o 14° dia. Este achado
demonstra que o IGF-1 ¢ um indutor da condrogénese em concordancia com o que ja se
conhecia na literatura em relagdo a formagdo de condrocitos a partir de outras fontes de
células mesenquimais, como por exemplo, os achados de um estudo recente (Uebersax,
Merkle et al. 2008), onde induziu-se a condrogénese a partir de células da medula 6ssea
com IGF-1. Num outro trabalho ainda (Wang and Detamore 2009) induziu-se a
condrogénese em células do sangue do corddo umbilical humano em gel tridimensional
com IGF-1 combinando com TGF-B1. Apesar do IGF-1 ter se mostrado indutor da

condrogénese, neste nosso estudo onde comparou-se ambos os fatores de crescimento
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isoladamente, houve uma expressdo mais significativa quando utilizado o TGF-3. A
razdo para esta diferenca provavelmente se relaciona ao fato de que nos estudos referidos
ndo se analisou a acdo isolada destes fatores de crescimento, no presente estudo, embora
comparacao estatistica ndo tenha sido realizada, observou-se que o numero de copias
relativas deste gene foi maior nas células cuja diferenciagdo foi feita com TGF-33.

A expressao do Sox-9 nas células estimuladas com IGF-1 foi maior no 21° dia, em
células mantidas em micromass. Mais uma vez, atribui-se esse fato ao sistema de cultura
em monolayer que diminui a expressdao do Sox-9.

A familia das BMPs sao distinguidas dos TGFpB por apresentarem duas cisteinas
extras conservadas, e também por serem potentes fatores de diferenciagdo in vitro. Varias
BMPs, incluindo as BMP-2, BMP-4, BMP-6 ¢ BMP-7 induzem a diferenciacdo de células
multipotentes mesenquimais de linhagens celulares, como por exemplo, C3H10T1/2
(linhagem de células de ratos) em células precursoras osteocondrogénicas ou osteoblésticas,
e até a diferenciagdo de condrocitos isolados (Haas and Tuan 1999; Shea, Edgar et al. 2003;
Wan and Cao 2005). A necessidade das BMPs para manter a expressao do gene Sox ¢
consistente com o resultado de outros estudos demonstrando um continuo recrutamento das
BMPs durante a diferenciacdo condrogénica e regulagao do colageno tipo II (Shea, Edgar et
al. 2003; Park, Sugimoto et al. 2005).

Dessa forma, observou-se aqui a expressdo do colageno tipo II e agrecano, sendo
que em micromass, no 21° dia, a expressao foi maior para os dois genes nas cé¢lulas quando
estimuladas com BMP-2 ¢ BMP-6, tanto em monolayer quanto em micromass, porém, as
células estimuladas com BMP-6 ndo expressaram Sox-9. Este achado pode estar
relacionado ao fato deste fator de crescimento estar envolvido com a produgdo de

condrocitos hipertroficos, os quais ddo origem ao tecido dsseo, isto €, s3o osteogénicas ¢
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ndo condrogénicas, mostrados por Boskey et al quando em células mesenquimais de
galinhas, induziu-se as células & uma estrutura cartilaginosa semelhante a epifise de
crescimento com BMP-6 e ndo cartilagem hialina (Boskey, Paschalis et al. 2002). As
células estimuladas com BMP-2, por sua vez, expressaram agrecano e Sox-9, concordando
com estudos prévios, onde o envolvimento da BMP-2 na diferenciacdo de condrocito
articular e expressao do Sox-9 foi verificada (Shea, Edgar et al. 2003; Park, Sugimoto et al.
2005; Pan, Yu et al. 2008). A expressao do Sox-9, no corrente estudo, foi tempo-
dependente e similar, tanto em monolayer quanto em micromass. Os achados aqui
encontrados demonstram que em estudos futuros o uso de BMP-2 ou IGF-1 sera suficiente,
assim como TGF-B3 também se mostrou eficiente quando utilizado isoladamente no
estimulo para a diferenciagdo de células mesenquimais em condrocitos. Os achados aqui
apresentados permitem afirmar no entanto que dos fatores de crescimento estudados, o
TGF-B3 isoladamente se mostrou o melhor fator de diferenciacdo quando usados em células
mesenquimais provenientes do sangue do corddo umbilical cultivadas em micromass. Este
sistema também foi importante na manuten¢ao do fendtipo obtido na diferenciagao.

Este estudo permitiu, portanto, demonstrar enfaticamente que o uso do sangue de
cordao, ao lado do tecido adiposo e de células de medula dssea, € viavel e que a qualidade
dos condrocitos diferenciados a partir desta fonte e tdo boa opg¢do quanto aquelas
provenientes dos demais tecido, apresenta grande disponibilidade e, diferentemente destas
outras fontes citadas, ndo necessita de procedimentos invasivos como a pun¢ao da medula,
da lipoaspirag@o ou ainda a retirada cirurgica de tecidos adiposo. Além disso, o fato destas
células possuirem HLA classe II reduz significativamente a possibilidade de rejeicdo em
caso de enxerto. O sangue do corddo umbilical abre perspectivas para estudos futuros

destes condrocitos, principalmente com o uso de matrizes feitas com diferentes polimeros e
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sobre o seu comportamento em modelos ex vivo. Estes fatos poderdo levar a uma

substancial reducdo nos custos da diferenciagcdo das células em condrocitos.
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Conclusao

1) Células mesenquimais estdo presentes no sangue do corddao umbilical humano,
embora numa porcentagem baixa, mas ainda assim podem ser isoladas.

2) Estas células sdo viaveis e podem induzir a condrogénese quando estimuladas
com fatores de crescimento envolvidos com a diferenciacdo em condrocito.

3) O TGF-B3, o IGF-1, e a BMP-2 sdo capazes de induzir o processo de
diferenciacdo para condrdcito articular, e a BMP-6 envolvida com condrogénese de
condrdcito hipertroéfico.

4) A diferenciagdo pode ser vista a partir do 14° dia de estimulo.

5) Dentre esses fatores de crescimento para diferenciagdo, o TGF-f3 se mostrou
mais eficiente; sendo capaz de manter por maior tempo o fendtipo da célula, por um
periodo maior. O melhor tempo para se observar a diferenciagao celular ¢ apds 21 dias de

estimulo.
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Campinas, 20 de agosto de 2005

O protocolo de pesquisa “NDUGAD DA COMDROGENESE EM CELULAS DE CORDAQ UMBILICAL HUMAND
ESTIMULADO COM TGF- i1 E IGF", da pesquisadara Cristiane Sampaio de Mara, foi aprovado pela

Comiss#o de Pesquisa do DTGFCMIUNMICAMP

Aencinsaments,

-')- A
a*_:i‘.f:f.zf ey

Presidente da Comissho de Pesquisa
Departamento de Tocoginecologia - DTGIFCAVUNICAMP

Comimda de PesquisaF CRDTEUNICAME
Fum Abeander Flemming, 101 - Cidade Univsiting Zeforico Vaz - Campleas59
Fones' (5 ITEE-MOQG7REGA03

Anexo 1. Parecer Comité de Etica em Pesquisa CAISM
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Campinas, 26 de Abril de 2005,

AJC Cristiane Sampaio de Mara

Wenho por meio desta informar que a Comissdo de Etica Médica aprovou o projeto
de pesquisa “Indugdc da condrogénese em células de cordac umbilical
humano estimulado com TGF-B1 e 1GF", salientando também que n&o ha
impedimentos do ponto de vista ético para a realizagéo do estudo na Instituigao.

Atenciosaments,

L == ,/_"f ://---

Dr. Carlos Alberto Politano
-Presidente da Comisséo de Etica Médica da Matemidade de Campinas-

Anexo 2. Parecer Comité de Etica em Pesquisa Maternidade de Campinas
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente de um estudo de pesquisa
para melhor conhecer o funcionamento da cartilagem e para poder auxiliar no tratamento de
pessoas que sofrem de doencas como a artrose. Esta folha de informacdo tem como
objetivo fornecer-lhe maiores detalhes sobre este estudo de forma que vocé possa decidir
ou ndo participar do mesmo. E importante que vocé entenda que ndo ha nenhum risco
adicional para vocé e nem para a crianga uma vez que sera utilizado o cordao umbilical
que alimentava a crianga enquanto ele estava sendo gerada na barriga da mae, e que, apds o
parto, este material seria descartado. Os beneficios deste estudo estdo relacionados ao
melhor conhecimento do funcionamento da cartilagem e com isto ampliar as possibilidades
de tratamento para doengas articulares como a artrose.

Procedimento do Estudo

Para participar deste estudo vocé deve estar disposto a permitir que seja utilizado o cordao
umbilical de seu filho apds o parto e que sera utilizado para formagdo de células da
cartilagem. Este tecido seria descartado se nao fosse utilizado para este estudo. Caso nao
deseja participar desta pesquisa, sua atitude ndo afetard seu tratamento na UNICAMP E
nem de seu filho.

Termo de participaciao

Pesquisa: Indugdo da condrogénese em células de corddo umbilical humano estimulado
com TGF - 1 e IGF

Responsavel: Cristiane Sampaio de Mara

Dados do Pais:

Nome Pai:

Data de Nascimento: / / RG:

Endereco: Tel.
HC

Nome Mae:

Data de Nascimento: / / RG:

Endereco: Tel
HC

Data / /
Assinatura do responsavel pela crianga:

Eu abaixo assinado, expliquei e discuti todos os detalhes relevantes deste estudo com os
pais da crianga, usando linguagem compreensivel e apropriada

Assinatura do responsavel pelo estudo:
Cristiane Sampaio de Mara

Fone: 019- 37887776 ou 019-37887773 (ambulatdrio de reumatologia)
Data : / /

Comité de Etica para reclamacées: Fone: 019- 37888936

Anexo 3. Termos de consentimento.
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THU0088] CHONDROGENESIS DIFFERENTIATION OF MESENCHYMAL STEM CELLS FROM HUMAN

UMBILICAL CORD BLOOD WITH TGF BETA 3 AND IGF-1

C.S. Mara, A.R. Sartori, A.S. Duarte, A.C. Luzo, A.M. Samara, I.B. Coimbra. Molecular Biology

Laboratory of Cartilage - Internal Medicine, State University of Campinas - UNICAMP, Campinas, Brazil

Background: Mature articular cartilage is vulnerable to injuries and disease processes that cause irreversible
tissue damage related to its limited capacity for self-repair. The numerous experimental attempts aimed to
induce the healing of histologic and macroscopic lesions within mature articular cartilage in order to re-
establishing a structurally and functionally competent repair tissue of an enduring nature. Recently, adult
mesenchymal stem cells (MSCs) have been focused as an alternative source of cells for cartilage repair. It is
well accepted that umbilical cord blood can be one of the sources of MSCs, which can produce cells of
different lineages such as cartilage, bone and fat. Cellular condensation is a require step in the initiation of
mesenchimal chondrogenesis. Thus in this study we attempted to differentiate cells from umbilical cord blood
into chondrocytes in high density micromass culture and monolayer to evaluate the expression of type Il
collagen, Agrecan and SOX-9.Methods: Umbilical cord blood (UCB) from 130 patients was harvested.
Mononuclear cells were isolated with Ficoll-Hystopaque. The mononuclear cells were set in culture flasks. The
adherent cells were expanded and after the 2nd passage they were cultured 3 weeks in Dulbecco's modified
Eagle medium (DMEM) with transforming growth factor-beta 3(TGF-beta 3)in a final concentration of 10 ng/ml
and insulin-like growth factor-1 (IGF-1),final concentration of 100ng/ml in monolayer and micromass culture.
After 7, 14 and 21 days, cell differentiation was verified using qRT-PCR for the type Il collagen gene, aggrecan
gene and western blotting analysis of the secreted collagen Il protein in the culture medium.
Results: Expanded cells showed typical cell surface antigens known from mesenchymal stem and progenitor
cells. They were homogenously positive (79,56%) for CD90, and negative for antigens of hematopoetic
differentiation. The relative expression of the mRNA for type Il collagen, aggrecan and sox-9 was found after
14 days in TGF-beta 3 stimulated cells and IGF-1 cells in both systems of culture (monolayer and
micromass).On 21 day in micromass culture the expression of all genes was greater, except for the collagen
gene, which in monolayer in the presence of TGF-beta 3, was over expressed on the 14th day.These results
showed us that TGF-beta-3 was more efficient in chondrogenesis than IGF-1. As far as the protein levels were

concerned, in the western blotting, we found a greater expression of type Il collagen in micromass culture with
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TGF beta-3, after 3 weeks. Conclusion: The results of this study demonstrate that TGF-beta 3 in micromass
culture can be the best growth factor, acting to the regulation, proliferation and differentiation of mesenchymal
cells from UCB during chondrogenesis. This approach may provide an alternative to autologous grafting, more

study using this approach are necessary.

Disclosure of Interest: This study was support by a grant from CNPq (Conselho Nacional de Pesquisa e

Desenvolvimento). Project number 552195/05-7

Ann Rheum Dis 2009;68(Suppl3):200

Date: Thursday, June 11, 2009

Session Info: Cartilage and synovial-like fibroblasts
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