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INTRODUCAO

As células-tronco embrionarias (CTE) sao derivadas da massa celular
interna de embrides no estagio de blastocisto. A fonte para a derivacao
de CTE humanas sao embrides obtidos de clinicas de reproducao
assistida, através de doacao para a pesquisa. Essas células possuem
capacidade ilimitada de auto-renovacao e sao pluripotentes. O cultivo
de CTE é um procedimento bastante laborioso que envolve trocas
diarias do meio de cultura e a remocao de colbnias que sofrem
diferenciacao espontanea. Apos a

linhagem de CTE humanas
estabelecida para posterior utilizacdo em experimentos
biomateriais produzidos por nanotecnologia.
comumente realizados para caracterizar as CTE podemos citar:
morfologia, avaliacao da expressao de genes de pluripoténcia bem
como a presenca das respectivas proteinas,
diferenciacao em células dos trés folhetos embrionarios através da
formacao de corpos embridides, bem como a contagem cromossoémica.

MATERIAIS & METODOS

Aquisicao da Linhagem: Linhagem de CTE humana H9 fornecida pelo
Laboratorio Nacional de Pesquisa com Células-tronco Embrionarias do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFRJ.

Aspectos Eticos: CONEP 15812.

foi caracterizar uma
com

Cultivo, Manutenc¢ao e Caracterizacao:

£\

1°: Placas tratadas com 0,1% de
gelatina por 20 min.

Gelatina

2°: Semeadura da monocamada de
fibroblastos embrionarios murinos
tratados com 10 ug/mL de mitomicina C.

3°: Semeadura das CTE humanas.
Manutencao com meio DMEM F-12
suplementado com 20% KSR, 4 ng/mL
de bFGF 0,1 mM aminoacidos nao-
essenciais e 10 uM B-mercaptoetanol.

Morfologia e avaliacao da atividade da

fosfatase alcalina.

Contagem cromossomica.

Ensaio de imunofluorescéncia para o0s
marcadores de pluripoténcia OCT4, SOX-2 e
TRA-1-81.

RT-PCR dos genes de pluripoténcia OCT4,
NANOG, SOX2 e REX1, e B-ACTINA como
controle endogeno.

Diferenciacao espontanea : : N
] . Ensaio de imunofluorescéncia para os
através da formacao de : o
bridid marcadores de diferenciacao em
corpos embrioides : ,
P ‘ ectoderme (Nestina e B-lll tubulina),

(ectoderme e endoderme)
ou na presenca de MEFs
(mesoderme).
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endoderme (Sox17) e coloracdao de
adipocitos com Qil Red O.
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RESULTADOS

Os resultados dos experimentos estao apresentados nas figuras abaixo.

derivacao das CTE & necessario
realizar a caracterizacao dessas células. O objetivo do presente trabalho
previamente

Entre o0s testes

a capacidade de
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Figura 1: Morfologia caracteristica de uma colonia indiferenciada de células-tronco embrionarias
humanas (A); marcacdao positiva da atividade de fosfatase alcalina (B) e metafase com 2n=46 (C).
Aumento 100x (A), 200x (B) e 1000x (C).
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Figura 3: Analise da expressao de genes de
pluripoténcia de células-tronco embrionarias
humanas por RT-PCR.

Figura 2: Imunofluorescéncia de col6nias de células-
tronco embrionarias humanas utilizando anticorpos
anti-OCT-4 (B), -SOX-2 (D) e -TRA-1-81 (F). Nucleos
marcados com DAPI (A,C,E). Aumento 200x.

Foram utilizandos anticorpos anti-nestina (B) e anti-B-lll-tubulina (D), que marcam células derivadas da
ectoderme e anticorpo anti-SOX-17 (F), marcador de endoderme. Os nucleos foram marcados com DAPI
(A,C,E). A diferenciacao em células de mesoderme foi realizada pela coloracdo com QOil Red O, mostrando
vacuolos lipidicos encontrados em adipécitos (G), sem a formacao de corpos embridodes. Aumento 200x.

Os resultados demonstram que as células cultivadas possuem morfologia caracteristica de
CTE humanas (Fig. 1A) e expressam os genes OCT4, SOX2, NANOG e REX1 (Fig. 3). Além
disso, foi detectada atividade de fosfatase alcalina (Fig. 1B) bem como a presenca de OCT4,
SOX2 e TRA-1-81 (Fig. 2). A diferenciacao espontanea dessa linhagem na auséncia de bFGF
resultou em células das trés linhagens germinativas (Fig. 4). Das 20 metafases analisadas,
80% eram 2n=46 (Fig. 4C).
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CONCLUSAO

Todos os testes demonstraram que a linhagem de CTE humanas utilizada possui as
caracteristicas determinantes para sua classificacao como tal. Essa foi a primeira linhagem de
CTE humanas cultivadas com sucesso no estado do RS. A proxima etapa sera a adaptacao
dessas células para o cultivo na auséncia de MEFs, utilizando matrigel como substrato, além
de estudos futuros de interacao dessas células com biomateriais.
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