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Como se {u,
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Em mim tocasses
Para dizer
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Sabito e etério,
Que nem soubesses
Que tinha ser.
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Uma imprecisa
Coisa feliz.
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Resumo



Nos dltimos anos, o sangue de corddo umbilical humano (scuh) vem se tornando
fonte altemativa viavel, para obtencéo de célula precursora de linhagem hematopoiética
devido a facilidade em ser obtido, manipulado e rico em células precursoras. Estas células
s$&o mais imaturas que as da medula ossea, tendo grande capacidade de proliferacio,
replicacdo e transfeccio. Apresenta, quando transfectada, maior expressdo do material
introduzido. No intuito de estudar a viabilidade destas células para reconstituir linhagem
hematopoiética, analisamos sua capacidade de proliferagdo em cultura em meio de
metilcelulose, antes e apds criopreservacio e transplantando-as em camundongos
portadores de imunodeficiéncia severa combinada (SCID), irradiados. Foram coletadas, no
periodo de junho de 1996 a agosto de 1998, 75 bolsas de scuh. Houve uma variagéo no
volume de sangue coletado de 1 a 120 ml com média de 57 ml. O nimero médio de
células viaveis foi de 119 x10° /ml de sangue de corddo. Nos estudos clonogénicos as
medias observadas foram 216 colbnias de CFU/BFU-E, 134 coldénias de CFU-GM e 22
coldnias de CFU-GEMM

Durante 0 estudo notamos uma proliferagdc intensa nas culturas de sangue de
cordao de prematuros quando comparados com 0s neonatos de termo. Os prematuros
apresentaram um maior niimero de células precursoras viaveis (371 x 10% ml de sangue
de cord&o) que os de termo (74 células. x 10°% ml de sangue de cord&o) Na leitura feita no
8° dia de cultura, encontramos 284 CFU/BFU-E nos prematuros e 19 colénias nos de
termo (p=0,003). Em retacdo as CFU-GM as prematuros apresentaram 196 coldnias/mi de
sangue de corddo € os de termo 15 colbdnias /ml (p=0,003). Foram encontradas 29
coldnias de CFU-GEMMM nos prematuros e nenhuma coldnia nos de termo (p=0,003) No
14° dia, os prematuros apresentaram 358 coldnias de CFU/BFU-E e os de termo 216
colonias (p=0,081); 219 coldnias de CFU-GM e os de termo 120 coldnias (p=0,075); 41
colonias de CFU-GEMM e os de termo 23 coldnias (p=0,040). Tal fato poderia estar
relacionadoc com 0 maior numero de células precursoras existente em prematuros que se
relaciona com a ontogenia da hemopoiese. Entretanto a diferenciacéo nos diferentes tipos
de colénia se encontra também acelerado. As culturas dos prematuros no 8° dia foram
semelhantes as de termo no 14° dia, j@ apresentando grande quantidade de CFU-GEMM.
As culturas do 14° dia ja apresentavam BFU-E, as quais, sO aparecem nas de termo no
21° dia, apresentando também, intensa proliferacdo celular, dificultando a contagem.
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Provaveimente as células dos prematuros analisados (idade gestacional entre 20 e 32
semanas) devem entrar em cicio celular antes gue as de termo. Este achado esta sendo
objeto de estudo

O estudo da viabilidade das células apbs o congelamento demonstrou que elas
permaneceram viaveis apos a criopreservagao, mantendo, nos estudos clonogénicos, sua
capacidade proliferativa € na imunofenotipagem, a proporcdo de células CD34" foi
semelhante a realizada pré- congelamento.

O transplante foi realizado em 20 camundongos de linhagem SCID/SCID, apos terem
sido iradiados com 300 rads de fonte de Césio, injetando-se 1,0x10'células
mononucleares de scuh em veia orbitaria. Concomitantemente, num dos experimentos foi
sacrificado um animal sem ser irradiado e transplantado, sendo feita a avaliacdo do
mesmo modo que para avaliar a pega dos fransplantados. Para avaliagdo da pega, os
camundongos foram sacrificados 8 semanas apoés transplante, sendo feita cultura de
lavado de medula éssea dos camundongos em meio semi-solido de metilcelulose com
fatores estimulantes de crescimento recombinantes, especificos para linhagem celular
humana e analise através de imunofenotipagem por citometria de fluxo com anticorpos
monoclonais para celulas humanas. Foram obtidas amostras de sangue periférico,
macerado de pulmao, baco e de lavado de medula dssea A pega na 8° semana pos-
fransplante ocorreu em 6 dos 21 camundongos; 15 animais morreram na 1° semana pos-
irradiac&o, o que pode acontecer pois a linhagem SCID é mais sensivel que as outras
linhagens. Houve intensa proliferac@o nas culturas, dificultando a contagem das CFU-C. A
analise através da citometria de fluxo foi positiva em 3 dos 6 casos. Foram analisados
6.000 a 10.000 eventos. A porcentagem encontrada de células captadas pelos anticorpos
foi expressa em relagéo ao campo de linfocitos. Foram encontradas, no sangue periférico,
400 células com 26,03% de CD45, 4,50% de CD2, 30,14% de CD3, 1,03% de CD19. No
puimédo, 2500 células com 18,65% de CD45, 16,32% de CD3 e 0,37% de CD19. Na
medula dssea ,1000 células, com 12,80% de CD45, 4,45% de CD3, 0,855 de CD8, 0,03%
de CD34. No baco, haviam 2300 células sendo 36,84% de CD45, 28.27% de CD3, e
1,62% de CD19. No camundongo sem fransplante ndo houve marcacido para células
humanas. Mediante os dados apresentados, gue se relacionam com os da literatura, as

células precursoras do sangue de cordaoc sio capazes de reconstituir a linhagem
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hematopoiética apds ablagio da medula e devido as suas caracteristicas, imaturidade,

grande capacidade de proliferagdo e autogeragao podem ser adequadas para terapia
génica .
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Introducgado



0 transplante de células progenitoras hematopoiéticas é utilizado no tratamenio de
varias doengas hematolégicas e geneéticas para reconstituicdo medular apds ablacio da
meduila 6ssea por guimioterapia efou radioterapia. A fonte destas células tem sido, ha
alguns anos, a medula Gssea de doadores voluntarios (Gale ef al., 1994; Harris et al.,
1984; Roberts et al., 1994; Rubinstein ef al, 1993). Entretanto, para que os transplantes
tenham uma boa “pega”, o doador deve compartithar com o receptor o maior namero
possivel de antigenos do complexo de histocompatibilidade. 0 doador ideal seria um
gémeo idéntico ou um irmao HLA idéntico. Dada a dificuldade em se encontrar este tipo de
doador, vem se utilizando medula 6ssea de doadores alogenéicos (n&o relacionados) HLA
compativeis. Tal fato leva a uma maior incidéncia de doenga enxerio versus hospedeiro
(GVHD), com piora do prognostico do paciente. Devido a dificuldade em se encontrar
individuos HLA compativeis criou-se, em alguns paises, o Programa Nacional de Doador
de Medula Ossea. Entretanto, para determinados grupos étnicos, é enorme a dificuidade
para se encontrar doadores, j& que a maioria dos bancos de medula s&o compostos por
individuos de raga caucasoide. Afora o problema do HLA, a doacdo de medula requer
hospitalizagdo para coleta da medula com o uso de anestesia geral ou peridural, devendo
o doador estar ciente dos riscos. Além do mais, o doador deve apresentar, também, testes
soroldgicos negativos para doengas infecto-contagiosas (SIDA., Hepatite C, Hepatite B,
HTLV 1 e 2, Sifilis e Doenca de Chagas).

Nos Uitimos 18 anos, o sangue de corddo umbilical vem sendo analisado como
possivel fonte altemativa para obtencdo de células precursoras de linhagem
hematopoiética. No inicio da década de 80, Boyse et af ja aventavam a possibilidade de
utilizaco do sangue de cordéo como fonte de célula precursora para reconstituir a
linhagem hematopoistica. O mesmo grupo também realizou 0s primeiros trabalthos
reconstituindo linhagem hematopoiética em camundongos, com sangue de cordao
umbilical humano (trabaiho n&ao publicado) (Apperley ef al, 1894; Bertolini ef af, 1993,
Broxmeyer ef al., 1989; Broxmeyer ef af., 1992; Gluckman ef al., 1994; Rubinstein ef al.,
1995; Thompson, 1995). Em 1989, foi realizado o primeiro transplante com células
precursoras de sangue de cordac umbilical, em uma crian¢ca de 7 anos, portadora de
anemia de Fanconi, por Eliane Glukman et a/, em colaboragdo ¢com o grupo de Boyse. O
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transplante obteve éxito e o paciente esta bem até os dias de hoje. A partir de entéo, na
década de 90, houve uma explosdo de artigos sobre coleta, criopreservacéo,
armazenamento, caracteristicas das células e a sua uitlizagdo para transplante e terapia
génica. No campo experimental, surgiram trabalhos sobre a utilizag&o de camundongos
portadores de imunodeficiéncia severa combinada para avaliar a viabilidade e a menor
quantidade de células de cordéo necessaria para reconstituicdo da medula de animais
iradiados, (Lubin ef af 1991, Vormoor et al, 1994 e Wang ef a/, 1997). Em outros estudos
(Larochelle ef af 1995) transplantou-se animais de linhagem SCID com células precursoras
de individuos portadores de beta talassemia e anemia falciforme criando camundongos
portadores de talassemia ou anemia falciforme com o objetivo de se obter modelos
animais experimentais para melhor estudar doencas hematoldgicas e utiliza-los em
pesquisas em terapia génica (Leblond ef al, 1997). Ao redor de 1993, o New York Blood
Center iniciou coleta e armazenamento sistematico de sangue de cord&o, com o intuito de
instalar um banco de sangue de cordao. Atualmente, este banco tem cerca de 5000 bolsas

armazenadas.

0O sangue de cordaoc apresenta como vantagem, em relagdo a medula éssea, ser
material facilmente obtido, que normalmente é descartado apds o término do trabalho de
parto, podendo ser manipulado com facilidade (Broxmeyer ef a/, 1992, Newlion ef al,
1993; Thierry ef al., 1990; Thierry ef al, 1992; Tumer ef al, 1992) e dificiimente sera
portador de doenga infecto-contagiosa. E extremamente rico em células progenitoras
fornecendo, em cultura, nimero de colonias de GM-CSF suficientes para recuperacao da
linhagem hematopoiética (Brossard ef al., 1990; Broxmeyer ef al, 1992, Chabord ef a/,
1992; Falkenburg et al., 1993; Gluckman ef al., 1990; Gluckman et al., 1992; Harris ef al.,
1994; Traycoff ef al. 1994 Wagner et al., 1992).

Qutra vantagem do sangue de corddo se relaciona com a baixa frequéncia de
doenca enxerto versus hospedeiro (GVHD) quando utilizado em transplante (Harris et al.,
1994a; Harris ef al, 1994b; Socié ef al,1994). Nos estudos realizados sobre a
imunorreatividade da linhagem [inféide do sangue de cordao, demonstrou-se que a maioria
das células apresenta fendtipo compativel com imaturidade como CD 38", CD 377", para
linfécitos T (Apperley et a/., 1994, Harris et al, 1990, Harris et al., 1992; Milosevits ef al,

Introducéo 2



1995; Rabian-Berzog ef al., 1992). Comparado ao sangue periférico, o sangue de cordio
apresenta também um menor nimerc de células CD4*, CD 8" e principalmente CD 3*
(Apperley ef al., 1994; Harris et al,, 1990; Harris ef al., 1992; Milosevits ef af, 1995; Rabian-
Berzog et al., 1992). Por outro lado, os linfécitos NK (CD 16") apresentam-se, no sangue
de corddo, em nGmero semelhante ao do sangue periférico, o que é vantajoso, jd que as
células NK séo responsaveis pela reacdo enxerto versus leucemia (GVL) (Apperley et al.,
1984; Harris ef al,, 1992; Harris et al,, 1994; Keever et al, 1985; Rubinstein ef al., 1993;
Rabian-Berzog et al, 1992). O numero de linfécitos B é semelhante ao do sangue
periférico, mas 50% destas células no sangue de corddo apresentam fenétipo CD5"19"
gue designa imaturidade (Apperley ef al., 1994; Harris ef af, 1992; Harris et al, 1994;
Rabian-Berzog ef al., 1992). A criopreservacéo e o tempo de congelamento n&o alteraram
0 numero dos varios tipos de linfécitos do sangue de corddo (Almici et a/, 1996; Apperley
et al., 1994; Harris et a/,1994). Nos estudos "in vitro " demonstrou-se que, devido & sua
imaturidade, os linfocitos ndo séo capazes de mediar lise celular (Apperley ef al., 1994;
Harris ef al, 1992; Haris ef al, 1994; Milosevits ef a/, 1995), mesmo quando estimulados
com interleucina 2, fitohemaglutininas e aloantigenos. Foi demonstrado apenas efeito
citotéxico celular ndo especifico, o que explicaria a baixa incidéncia de doenca enxerto

versus hospedeirc (GVHD) e quadro clinico de menor gravidade.

Nos dltimos anos foram realizados cerca de 700 transplantes utilizando sangue de
cordao para reconstituir medula ossea. Os primeiros estudos clinicos foram publicados em
1986 por Kutzberg et al e Wagner ef al. O grupo de Kutzberg transplantou 25 pacientes
(19 portadores de neoplasia) utilizando sangue de cordéo de individuos ndo relacionados,
em alguns cascs incompativeis até a trés antigenos do sistema de histocompatibilidade
leucocitario (HLA). Os pacientes apresentavam faixa etaria entre 8 meses e 23 anos, com
mediana de 7 anos e peso entre 7,5 a 79 kg, mediana de 19,5 kg. Neste estudo, foram
- infundidas 0,7 a 11 X 107 células/kg peso com mediana de 3 x 107 célulastkg peso. Houve
7 mortes precoces nao relacionadas com a pega do enxerto, havendo quimerismo
compieto em 18 dos 18 pacientes onde houve pega. Foi observada doencga enxerto versus
hospedeiro (GVHD) aguda grau ! a IV em 42% dos casos, ocorrendo GVHD cronica em 2
casos. O tempo de seguimento destes individuos variou de 8 a 24 meses, com mediana
de 12 meses e a sobrevida em 6 meses foi de 48% (12/25). O grupc de Wagner
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transplantou 18 pacientes com faixa etaria entre 1 a 21 anos, mediana de 2 anos e 7
meses e peso entre 3 a 78 kg mediana, de 15,4 kg, sendo 7 transplantes HLA compativeis
e 11 incompativeis a até 3 antigenos do sistema HLA. Os pacientes eram portadores de
neoplasias hematologicas, emo inato de metabolismo e aplasia de medula. O nimero de
células infundidas variou entre 1,4 a 4,0 x107 /kg pesc com mediana de 4,1células x107 /kg
peso. Houve 5 dbitos precoces também néo relacionados com a pega do transplante e a
sobrevida em 6 meses foi de 0,6540,12, com tempo de seguimento de 1,6 a 17 meses
(mediana de 6 meses). A probabilidade de GVHD aguda grau Il a IV, no 100° dia pés-
transplante, foi de 0,5t0,13. Os pacientes transplantados por Kurtzberg et al (1996)
apresentavam faixa etaria um pouco mais elevada e maior frequéncia de neoplasias e
foram transplantados com menos de 3,7x107 células /kg peso, mas de modo geral os
trabalhos demonstraram que os transplantes com sangue de cordac apresentaram uma
baixa porcentagem de falhas de pega de enxerto nos pacientes que sobreviveram mais de
30 dias. Em alguns casos, houve pega com pequena quantidade de células infundidas.
Observou-se também neste estudo, menor risco de GVHD e maior tolerancia a
transplantes HLA incompativeis.

Em 1897, Glukman ef a/ publicaram a analise dos dados de 87 pacientes incluidos
no registro europeu de transplante de sangue de corddo (EUROCORD). Os pacientes
apresentavam faixa etaria entre 0,2 a 39 anos (mediana de 6 anos), peso entre 5 a 68 kg
(mediana de 20 kg), 62% dos pacientes eram portadores de neoplasia. O nimero de
células mononucleares infundidas variou de 1,0 a 18 céiulas x 107/kg peso {mediana de
3,7 células). O tempo de seguimento variou de 3,0 a 90 meses (mediana de 17 meses) e
ocorreu pega do enxerto em 69% dos casos, com quimerismo completo em todos estes
(n=43). A GVHD aguda grau Il a IV ocomeu em 38% dos casos, sendo 21% nos
transplantes HLA idénticos (68% foram de familiares) e 60% nos incompativeis. Houve 5
casos de GVHD cronica. O que dificulta a comparagao dos estudos anteriores com o do
Eurocord é o fato do ultimo ser multicéntrico apresentando uma incidéncia de GVHD maior
que os anteriores.

Apesar dos trabathos fornecerem dados favoraveis em relacio a baixa incidéncia de
doenga enxerto versus hospedeiro, tempo de pega do enxerto e numero de células
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mononucleares ideal para ser infundida, o tempo de seguimento dos pacientes ainda é
pequeno, para se confirmar os resultados “in vivo". (Apperiey ef al.,, 1994; Gluckman ef al.,
1997; Gluckman et al., 1994; Kelly ef a/,1997; Kutzberg ef al.,, 1996; Roberts ef a/., 1994;
Rubinstein ef al., 1993; Thompson, 1995; Wagner ef a/., 1996).

Por ser rico em ceélulas progenitoras mais primitivas, 0 sangue de corddo pode
também ser utilizado para terapia génica. Apresenta maior quantidade de colonias quando
cultivado em agar ou em metilcelulose, na presenca de fatores estimuiantes de
crescimento, sobrevivendo e expandindo-se melhor e portanto, propiciando maior ndimero
de célutas contendo DNA modificado (Abe et al, 1996, Bertolini ef a/., 1994;Champseix et
al, 1996; Hiao et al, 1994, Hows et al, 1992a e b; Mayani ef a/., 1993; Moritz ef a/., 1993;
Traycoff ef al., 1994; Ye et al., 1994). Em adi¢do, as CFU-MIX de sangue de cordédo tém
demonstrado capacidade de gerar colonias secundarias, numa frequéncia maior que as de
medula dssea (Carrow ef a/., 1993; Hao ef a/,1997; Harrison ef a/, 1997; Lu ef af 1996;
Moritz ef al., 1993; Piacibello ef 2/,1997). Outro aspecto vantajosc das células de corddo
para fins de terapia génica é a capacidade de algumas células CD 34, com padrdo
brithante de 3+ em analise por citometria de fluxo, de muitiplos replaqueamentos "in vitro"
(Lu et al., 1993; Moritz et al., 1993, Wang ef al, 1997). Estas células nao foram encontradas
na medula éssea. O conjunto destes dados nos permite concluir que, as células
progenitoras do sangue de cordao, por apresentarem maior capacidade de proliferacéo e
auto-geracao que as da medula, podem ser eficientemente infectadas com vetores de
retrovirus, havendo alto nivel de expressao da sequéncia introduzida {Chu et af., 1987;
Hogan et a/,1997; Lubin ef al., 1991; Luskey ef al., 1992; Lapidot ef al., 1992; Larochelle et
al, 1995; McCune et al., 1988; Moritz et al., 1993, Tendeloo et al, 1998; Thiemry et al,
1985:Verma ef al, 1998 Vormoor et af., 1994; Yamaguchi ef af, 1998).

Em conclus@o, é possivel que, no futuro, o sangue de cordao seja a fonte de céluia
precursora ideal para transplante e terapia génica ( Silberstein, 1998, Thompson, 19385).
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Objetivo



O objetivo deste estudo foi:

padronizar a coleta, congelamento e descongelamento do sangue de cordéo

umbilical

avaliar a capacidade proliferativa destas células através de ensaios

clonogénicos

estudar a viabilidade das células progenitoras de sangue de corddo umbilical
humano para reconstituir linhagem hematopoiética em medula 6ssea de

camundongos portadores de imunodeficiéncia severa combinada (SCID/SCID).

Objetivos



Material e Método



1. Coleta de sangue de cordao

O sangue de cordao foi coletado em trabathc de parto normal, preferenciaimente,
tendo sido coletado também de parto cesareana, durante o periodo de dequitacdo
placentéaria. Foi utilizada bolsa de coleta especifica (Macopharma) com capacidade para
150 ml, com 21ml de citrato, fosfato e dextrose (CPD) como anticoagulante.

Foram considerados critérios de exclusdo: ruptura de bolsa amnidtica acima de 6
horas anteriores ao parto, temperatura materna acima de 38° C, presenca de mecdnio no
liguide amnidtico 3+/4+, gestantes portadoras de Diabetes Mellitus e gestantes portadoras

de Hipertensdo Arterial Sistémica.

Foram consideradas aptas para a coleta, gestantes que estivessem em trabalho de
parto, sem intercorréncias clinicas ou obstétricas.

- Modo de Coleta
Apés o cordao umbilical ter sido clampeado e seccionado préximo ac umbigo do
neonato e o recém nascido ter saido da sala de parto, foi feita assepsia adequada do
cord@o umbilical com polvidine. Foi feita entdo a punc¢éo da veia umbilical, utilizando-se
uma das agulhas acopladas a bolsa de coleta. A bolsa foi colocada em cima de um
agitador de bolsa de sangue, que se encontrava no chdo. Neste caso o sangue entra na
bolsa por diferenca de gravidade. Apds a coleta, foram fechados todos os clamps da

bolsa, mantendo-se o sistema de coleta fechado( fig 1).
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Figura 1: Esquema do sistema fechado de coleta
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2. Avaliacao do sangue coletado

- Separacao de células mononucleares
As células mononucleares foram separadas através do método de Ficoll-Hipague na
densidade de 1077. O sangue de cord&o foi diluido em RPMI na proporcao de 1:2, e
colocado gentilmente sobre o Ficoll na proporgdo de 1 ml de Ficoll para 2 ml de sangue

diluido. O tubo foi entéo centrifugado a 1800 rpm durante 30 minutos.

A nuvem esbranquicada contendo as células mononucleares, que fica na interface do
sobrenadante, foi entdo recolhida, sendo adicionado RPMI. Foram feitas entao 2
centrifugagdes a 1220 rpm, durante 10 minutos. Apos cada centrifugacao, o sobrenadante
foi descartado e o botéo celular dissolvido com RPMI. Apds a ultima centrifugag&o, o botao
foi dissolvido em 1 ml de RPMI, sendo analisado quanto a viabilidade e realizada a

contagem celular.
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- Viabilidade e contagem celular
Uma aliquota da solucéo final do item anterior foi corada em concentraczo adequada
com azul de tripan, sendo as celulas analisadas em relagio a viabilidade (células vidveis
apresentam halo transparente e as nao viaveis incorporam o azul de tripan, tornando-se
azuis) e feita a contagem das viaveis em camara de neubauer,

3. Cultura de céluia progenitora

- Concentracdo celular
A concentracdo celular normatizada como ideal para a cultura em meic de

metiiceluiose foi de 1x10° células mononuclerares/ mi de meio / poco.

- Meio
Foi utilizado o meio de metilcelulose comercial da Stem Cell Tech, Canada, que
continha; 0,9% de metilcelulose, 30% de soro bovino fetal, 1% de albumina bovina, 10 *M
de 2-mercaptoetanol, 2mM de L-glutamina, 50ng/ml de Stem cell factor recombinante,
10ng/mi de GM-CSF recombinantie, 10ng/ml de Interleucina 3 recombinante e foram
adicionadas 2U de eritropoietina humana recombinante (Sigma) a cada 1 ml de meio.

- Leitura:

A leitura das culturas foi realizada no 8° e 14° dias de cuitura, contando-se coldnias
(agrupamento com mais de 50 céiulas) das seguintes linhagens: eritréide (CFU-E/ BFU-E},
granulomonociticas (CFU-GM) e mista, isto &, contendo granuldcitos, eritrocitos,
mondcitos e megacariocitos (CFU-GEMM).

4. Congelamento

- Solucdo de ressuspenséo:
O meio para ressuspender o botdo celular foi RPMI com L-giutamina, sendo
adicionado 20% de soro bovino fetal. O meio ficou, durante o processo de congelamento,
o mais proximo possivel de 0° C (toda a manipulagéo celular foi feita em cuba com gelo). A
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quantidade utilizada do meio de ressuspensdo foi a necesséria para se obter uma

concentracio final de 1x107 células/mi.

- Meio congelante:
Para se obter o meio congelante foi feita solucio crioprotetora contendo RPMI e soro
bovino fetal, adicionando-se por dltimo dimetilsulféxidoo (DMSQ), na proporgdo de 2: 2: 1,

mantendo-se o tubo da solugio em cuba com gelo.

- Congelamento:
Para o congelamento foi adicionado as células a mesma quantidade de meio
congelanie que a utilizada para ressuspensdo. A concentracéo celular final foi de 1x1 o’

células /mi.

O transporte foi feito em cuba de gelo e a técnica de congelamento utilizada foi a
programada, com controle de declinio gradual de temperatura, computadorizada. O
aparelho utilizado foi Cryomed da Forma Scientific, modelo 8018, acoplado ao
microcomputador modeto 1010.

Os criotubos foram armazenados em nitrogénio liquido.

5. Descongelamento
Os tubos foram descongelados sob leve agitagdo manual, em banho-maria a 37°C,

sendo retirados do banho ainda com a presenca de cristal de gelo. O contetdo do tubo foi
despejado em 50 mi de RPMI com 20% de soro bovino fetal (SBF).

O tubo foi centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
retirado e o procedimento repetido. Apds a 2° centrifugacdo, o botio celular foi
ressuspenso em 1ml de RPMI com L-glutamina. A prova de viabilidade com azul de tripan
e a contagem das células viaveis em camara de neubauer foram entao refeitas.

6. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada em aparelho da Becton Dickson FACSCALIBUR.
Os anticorpos monoclonais utilizados, CD45, CD34*, CD2, CD3, CD4, CD8, CD14, CD18,
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IgG foram da Dako, marcados com os fitocromos isothiocianato de fluoresceina (FITC) ou
phycoerytrina (PE). Foram utilizados, para a marcacdo de cada anticorpo, 100 de
sangue de cordao ou 5x10° células mononucleares/ml. Foram adicionados em cada tubo,
10ul do anticorpo, incubando entdo durante 30 minutos em temperatura ambiente. A
solucéo de lise utilizada foi a FACS lysing solution da B-D, na proporcéo de 1:10, 2 mi em
cada tubo. Os tubos foram novamente incubados & temperatura ambiente por 10 minutos
e centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi retirado, sendo ¢ botéo
celular ressuspenso com PBS (8g de NaCl, 0,2g de KCI, 2,159g de NasHPOx7H,0 em
1000m! de H,QO destilada), sendo adicionado 2% de soro bovino fetal e 0,1% de azida
sédica e o procedimento repetido. Apds a 2 centrifugacio, o botéo foi ressuspenso em 1
mi de PBS e feita a leitura no citdmetro de fluxo. A aquisicdo e andlise das células foram
feitas no programa CELLQUEST. O namero de eventos adquiridos para andlise de CD34"
variaram de 10.000 a 30.000 eventos. Para as analises das células dos camundongos
(macerado de pulmé&o, bago, sangue periférico e lavado de medula 6ssea) o numero de
eventos adquiridos dependeu da celularidade e variou de 6.000 a 10.000 eventos.

7. Transplante

- Camundongos
Foram utilizados camundongos portadores de imunodeficiencia severa combinada
(SCID/SCID), homozigéticos, cruzamento das linhagens BALB/CAn que n&o possuem
linfécitos T e B, adquiridos do Centro de Bioterismo da UNICAMP. Foram mantidos apds o
transplante, sob condi¢cdes assépticas pré-determinadas pelo biotério no préprioc Centro de

Bioterismo.

- Imunossupresséo:
Os animais foram irradiados com 300 rads de uma fonte de Césio. O irradiador
utilizado foi 0 IBL437 C, da CIS Bio International.

- Transplante:
Imediatamente apés a irradiagéo, foram injetadas 1x107 células mononucleares de
sangue de corddo em veia orbitaria de cada camundongo. Os camundongos retornaram

ao Centro de Bioterismo, sendo mantidos em isoladores estéreis.
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8. Anélise da pega do enxerto

O animal foi sacrificado na 8 ? semana pés-transplante em camara de fluxo laminar.

Foram coletados sangue periférico, bago, pulmdes e lavado da medula 6ssea.

A andlise da pega do enxerto foi feita através de citometria de fluxo do sangue
periférico e de suspenséc de células de pulmao, bago e medula déssea do camundongo,
com anticorpos monoclonais especificos para células humanas (CD34, CD45. CD2, CD3,
CD4, CD8, CD19) e cuitura do lavado da medula dssea para células precursoras de
linhagem hematopoiética humana, em meio semi-solido de metilcelulose 0,9%, com 30%
de soro bovino fetal, 1% de albumina bovina, 10 ? M de 2-mercaptoetanol, 2mM de L
glutamina, 50ng/ml de Stem cell factor recombinante, 10ng/ml de GM-CSF, 10ng/ml de
Interleucina 3, sendo adicionadas 2 U de eritropoietina humana a cada 1 mi de meio. Os
fatores estimulantes de crescimento eram recombinantes e especificos para linhagem

humana. A concentragéo celular utilizada para a cultura foi de 1,0x10° células/ mi de meio.

9. Analise Estatistica

Para comparacio do grupo de neonatos prematurcs e de termo foi utilizado o teste
nao parametrico de Wilcoxon-Mannwhiney.
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1. Coleta e avaliacdo celular

No periodo de junho de 1996 a agosto de 1998, foram coletadas 75 bolsas de
sangue de corddo umbilical humano, de partos realizados no CAISM. As coletas foram
realizadas pelos médicos residentes que estavam em estagioc no centro obstétrico. Das 75
bolsas coletadas, 58 foram de recém — nascidos de termo, com idade gestacional entre 33
e 41 semanas e 17 foram de prematuros, com idade gestacional entre 20 e 32 semanas.
O volume de sangue coletado variou de 1 ml a 120 mi apresentando média de 57 ml, o
numero de células mononucleares viaveis variou de 1x10° a 2500 x 10° células/ ml de
sangue de corddo, média de 119x10° células/ml.

2. Estudos clonogénicos

Nos estudos ctonogénicos, as culturas dos 3 primeiros casos foram feitas em meio
de agar em friplicata, sendo semeadas com 1x10° células/ml de meio. Nas outras 72
bolsas, as culturas foram feitas em meio semi-sélido de metilcelulose, também em
triplicata, tendo sido normatizado 1x10° células/im! de meio para semeadura. Houve
crescimento em 60 bolsas, apresentando uma media de 216 coldnias de linhagem
eritroide (CFU-E/BFU-E)iml de sangue de corddo, 134 colonias de linhagem
granulomonocitica (CFU-GM)/mi de sangue de cord@o e 22 colonias de linhagem mista
(CFU-GEMM)/m! de sangue de cordéo.

Na tabela Ill, comparamos a proliferacdo celular em meio de cultura de sangue de
cordao de RN prematurcos e de termo. Nas culturas de prematuros houve aparecimento
de coldnias bem definidas ja no 8° dia, apresentando inclusive coldnias de linhagem mista,
CFU-GEMM. As cuituras de RN de termo, no 8° dia, apresentaram cluster (agrupamento
com menos de 50 células), raras colonias e n&o haviam coldnias mistas. A analise
comparativa do nimero de células viaveis/ml de sangue de cordac demonstrou média de
371 X10% células no grupe de prematurcs e 74 X10° células no grupo de termo. Em relagao
a linhagem eritroide no 8° dia, o grupo de prematuros (11 casos) apresentou média de 284
colénias/ml de sangue de cord&o e o grupo de termo (11 casos) 12 colénias (p=0,003).
Quanto a linhagem granulomonocitica ¢ grupo dos prematuros apresentou media de 196
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coldnias/ml de sangue de cordéo e ¢ de termo 15 coldnias (p=0,003). Quanto & linhagem
mista (CFU-GEMM), o grupo de prematuros apresentou 29 colbnias/ ml de sangue de
cordao e no de termo ndo houve crescimento de coldnias (p=0,003). Quando comparamos
0s grupos prematuros e de termos, no 14° dia, observamos que estes apresentaram,
respectivamente, media de 358 e 216 colbdnias eritrdides (p=0,061), 219 e 120 coldnias
granulomonociticas (p=0,075) e 41 e 23 colbnias mistas (p=0,040). As figuras 2 a 12
exemplificam os resultados obtidos nos ensaios clonogénicos

3. Criopreservacio

Foram analisadas 19 amosiras de sangue de corddo quanto ao tempo de
criopreservacido, ao numero de células, viabilidade celular (contagem em camara de
neubauer e teste de exclusdo pelo azul de tripan), nimerc de células CD34"
(imunofenotipagem por citometria de fluxo, analisados 30.000 eventos) e numerc de
coldnias das linhagens hematopoiéticas em cultura em meio semi-solido de metilcelulose.
Os resultados descritos na tabela IV demonstraram gue o tempo de congelamento das
amostras, variou entre 15 a 75 dias, com média de 39 dias. O numero de células viaveis
pré -congelamento foi de 1x10” células e apés o descongelamento houve uma variagio de
0,2 a 1x107 células com média de 0,6x10°. O nimero de células CD34"/ml pré
congelamento variou de 0,007% a 1,24%, com média de 0,64% (Fig 13 A ). Apds ©
descongelamento a variacdo foi de 0,24% a 1,74%, com média de 1,0% (Fig 13 B} O
numero de colbnias de linhagem vermelha pré - congelamento variou de 210 a 580, com
média de 403 coldnias e apds - descongelamento variou de 15 a 500, com média de 238
coldnias. Na linhagem granulomonocitica pré - congelamento houve uma variagdo de 120
a 540 coldnias, com média de 246 colbnias e apos o descongelamento variou de 81 a 300,
com média de 155 coldnias. A linhagem mista pré congelamento variou de 21 a 69 com
média de 37 colonias e apds o descongelamento variou de 4 a 75 com média de 29
coldnias. As figuras 14 a 18 exemplificam estes resultados.
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4. Transplante de células mononucleares de sangue de corddo em

camundongos de linhagem SCID

Foram realizados 4 experimentos, transplantando-se 21 camundongos da linhagem
SCID/SCID, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP. A pega na 8 semana foi
comprovada em 6 dos 21 camundongos e 15 morreram na 1 semana pos irradiagio e

infusdo de células mononucleares de sangue de cordao humano.

A andlise da pega, através de culiura em meio semi solido de metilcelulose com
fatores estimulantes de crescimento recombinantes especificos para células de linhagem
hematopoiética humana foi positiva em 5 dos 6 camundongos, com intensa proliferagéo
celular, mesmo quando utilizadas 1,0x10° céiuias/ml de meio para a semeadura, deste
modo ndo foi possivel contar as colonias. As figuras 19 a 29 exemplificam estes
resultados.

A imunofenotipagem por citometria de fluxo, com anticorpas monoclonais para
proteinas humanas foi feita em amostras de sangue periférico, macerado de pulmao, de
bago e de lavado de medula éssea e foi positiva em 3 dos 6 camundongos. Foram
analisados 6.000 a 10.000 eventos . A porcentagem de células capiadas pelos anticorpos

em relacdo ao campo de linfécitos foi a seguinte:

Sangue periférico: 400 células; CD45=26,03%; CD2=4,50%, CD3=30,14%, CD19=1,03%.
(Fig 30}

Pulméo: 2500 células, CD45=18,65%; CD3=16,32%. CD19=0,37%. (Fig 31)

Medula 6ssea: 1000 células; CD45=12,80%, CD3=4,45%; CD8=0,85%; CD34=0,03%.
(Fig 32)

Baco: 2300 células; CD45=36,84%, CD3=28,27%; CD19=1,62% (Fig 33).

Nao houve marcacdo das células de um camundongo sacrificade num dos

experimentos, nao transplantade nem irradiado.
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Tabelal. Analise das bolsa de sangue de corddao umbilical humano coletadas no

periodo de junho de 1996 a agosto de 1998

o i i e i i
1 40 100 mi 156 x 10° 420 360 23
2 39 80 mi 136x 10° 150 60 6
3 38 50 mil 3.2x10° 395 15 23
4 41 50 mi 3.4x10° 375 130 47
5 38 83 mi 11.2x10° 225 41 15
6 39 110 ml 76.6 x 10° 16 25 0
7 37 20 ml 1.0x 10° 190 180 27
8 40 116 ml 9.8 x 10° 240 258 18
g 41 50 mi 32.0x10° 0 0 0
10 38 55 mi 35.4x 10° 0 0 0
11 39 40 mi 20.8x 10° 150 165 30
12 36 50 mi 48.0 x 10° 460 225 39
13 35 40 mi 38.0x10° 293 142 25

*14 32 40 mi 59.0 x 10° 210 69 12

*15 32 50 ml 66.0 x 10° 200 144 30
16 38 50 mi 49.0x 10° 0 0 0
17 38 55 ml 325x 10° 0 0 0
18 39 50 mi 10.0 x 10° 0 0 0

19 37 60 mi 69.0 x 10° 0 0 0

20 40 60 mi 14.0 x 10° 87 96 4

21 40 50 ml 28.0x10° 88 54 21

22 38 50 ml 40.4 x 10° 54 25

*23 39 40 ml 72.0x 10° 73 28 4

*24 36 70ml 426x10° 210 158 29

*25 28 20 mi 52.0 x 10° 180 140 13

26 28 . 20ml 277.0x10° 0 0 0

*27 38 30 ml 74.0x10° 150 122 13

*28 39 48 ml 58,0 x 10° 71 61 16

*29 38 86 mi 86.0 x 10° 65 80 10

*30 28 20 mi 60.0 x 10° 200 180 40

31 40 23 ml 135.8 x 10° 258 109 26
32 41 140ml 28,1 x 10° 347 57 67

33 32 1l 111,0 x 10° 28 13 3
34 38 100ml 30,0 x 10° 72 g2 12

35 39 12mi 100,0 x 10° 45 35 10
36 38 45ml 26,0x 10° 142 177 20
37 40 ° 16mt 3,8x10° 0 0 0
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38 39 80ml 17,0 x 10° 0 0 0

39 38 60ml 70 x10° 13 1 0
40 39 60ml 35,0 x 10° 8 10 o
41 38 20mi 26,0x 10° 1 1 0
42 40 55mll 140,0 x 10° 3 1 1

43 41 59mi 80,0 x 10° 0 0 0

44 37 60mi 80,0 x 10° 19 7 1

45 38 70 ml 80,0 x 10° 0 0 0
46 38 70ml 2250x10° 0 0 0

47 39 120mi 140,0x10° 0 0 0
48 31 5ml 150,0x10° 476 268 37
49 32 5mi 480,0x10° 0 0 0
50 27 5mi 360,0x10° 0 0 0

51 39 60m} 625,0x10° 501 250 46
52 38 60 ml 33,3x10° 449 401 35
53 36 100 mi 30,0x30° 409 285 36
54 37 68 ml 33,0x10° 318 288 21
55 32 Sml 104,0x10° 301 171 50
56 32 5m 140,0x10° 463 329 65
57 38 70mi 150,0x10° 288 179 27
58 38 60mi 6,2x10° 380 270 28
59 37 40ml 27,0x10° 361 239 30
60 40 46ml 24,0x10° 671 265 32
61 38 78ml 3,0x10° 370 290 25
62 39 40m| 25.6x10° 495 141 22
63 38 34ml 22,2x10° 347 171 32
64 37 70ml 50,0x10° 380 205 47
*65 39 : 40mi 43,0x10° 210 140 23
56 41 20mi 125,0x10° 294 120 29
67 40 120mi 84,0x10° 354 130 25
58 39 70mi 65,0x10° 351 332 40
59 38 70ml 120,0x10° 540 540 60
*70 31 10ml 2500,0x10° 580 273 69
*T1 28 Smi 566,0x10° 380 230 49
*72 20 5mi 220,0x10° 218 198 28
73 28 5ml 149,6x10° 480 210 63
74 20 2ml 232,0x10° 535 480 65
*75 20 10mi 23,2x10° 450 280 45

Média 56,5 118,7 2155 133,8 21,6
+DP 66.1 303,0 189.8 128,7 19,9

(*) bolsas de sangue de cord3o selecionadas para comparacdo de neonatos prematuros e de
termo.
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Tabela ll. Nimero de coldnias de CFU-E (E), CFU-GM (GM) e CFU-GEMM (M) em
cultura de sangue de corddo umbilical de recém-nascidos prematuros e de

termo no 8° e 14° dias de cultura

180 140 30 200 144 20 14 14 54 25 7

115 130 13 180 140 13 5 5 73 29 4

170 150 40 200 180 40 4 4 210 158 29

468 311 20 476 268 37 8 8 150 122 13

420 250 48 580 273 69 6 6 71 61 16

350 230 30 380 230 49 4 4 65 80 10
8

180 1¢8 20 218 198 28 10 210 140 23
280 180 40 480 210 63 20 13
380 280 30 535 480 65 35 20

420 230 40 480 280 45 45 38
180 50 12 210 69 12 50 40

294 120 29
354 130 25

351 332 40
540 540 60

o o o O o oo O 0 0 o O

Tabela llif. Analise do numero de CFU-C, das culturas de sangue de corddo de

neonatos prematuros e de termo no 8° e no 14° dias de cultura, os

resultados sdo apresentados sob forma de média com desvio padréo

Vol. Coletado {(mi) 16+ 16 58 + 28
Céls viaveis/ml 371x10°+ 723 74x10° £ 29
CFU/BFU-E/mi 284 + 128 358 + 157 19+ 17 216 + 156
CFU-GM/m! 196 + 77 219 + 110 15+ 13 120 + 88
CFU-GEMM/mI 29 + 12 41 +20 0 23+ 16
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Tabela IV. Andlise da criopreservacéio em 19 amostras de sangue de corddc umbilical Avaliagéo da viabilidade
celular, n° de CD34*, n® de CFU-C, pré-congelamento e pos-descongelamento

52 15 1,0x10°  1,0x107 1,19% 1,14% 449 278 401 139 35 26
53 15 1,0x10"  0,9x107 0,82% 0,84% 409 210 285 119 35 22
54 15 1,0x10°  0,89x107 0.62% 0,52% 318 176 288 102 21 20
55 15 1,0x10"  0,5x10 1,24% 1,41% 391 275 171 230 50 75
56 15 1,0x10  0,6x10 0,91% 1,09% 463 190 329 180 65 55
57 45 1,0x10°  0,6x10 0,63% 0,50% 288 197 179 142 27 25
58 45 1,0x10°  0,5x10 0,40% 0,73% 380 278 270 178 28 25
59 45 1,0x10"7  0.2x107 0,30% 0,53% 361 415 239 81 30 22
60 40 1.0x10°7  0,3x107 0,07% 1,15% 671 350 265 252 32 32
61 40 1,0x107  0,3x10 0.13% 1,23% 370 409 290 232 25 a7
62 45 1,0x10°  0,3x107 0,93% 0,29% 495 235 141 137 22 26
63 45 1,0x10"  0,7x107 0,50% 1,58% 347 192 171 162 32 16
64 46 1,0x10°  0,2x107 0,45% 3,77% 380 107 205 58 47 7
65 46 1,0x107  0,3x107 0.43% 0,24% 210 84 140 65 23 12
66 46 1,0x10°  0,5x107 0,16% 0,16% 294 202 120 136 29 22
67 46 1,0x10°  0,2x10 0,88% 1,39% 354 101 130 98 25 11
68 46 1,0x16°  0,9x107 0,88% 0,82% 351 15 332 43 40 -4
69 46 1,0X10°  1,4X10° 0,80% 0,55% 540 28 540 49 60 4
70 75 1,0X107  0,35X10 0,85% 1,74% 580 500 273 300 69 75
Média 385 1,010  0,56X10 0,64% 1,02% 402,7 2376 2458 1547 37,1 293

+DP 16,06 - 0,33 0,34 0,81 110,0 132,2 110,1 77,7 15,4 20,6




Tabela V. Caracteristicas dos camundongos SCID transplantados

Sacrificio

Fémeas

Machos

Transplantados {Tx)

21

15

4

11

N&o transplanrado




Sangue de cordao de neonatos de termo

Figura 2: Esfregaco de células de cultura de sangue de corddo em meio de agar, no 14°

dia de cultura coradas com azul de Coomassie.

Figura 3: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, demonstrando colbnia

de CFU-GEMM, no 14° dia de cultura
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Sangue de cordao de neonatos de termo

Figura 4: Cultura de sangue de cordao, em meio de metilcelulose, demonstrando coldnia

de CFU-E em hemoglobinizacéo, no 14° dia de cultura

Figura 5: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, demonstrando colénia
de CFU-GM em aumento de 10X no 14° dia de cultura

o
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Sangue de cordao de neonatos de termo

Figura 6: Cultura de sangue de cord&do, em meio de metilcelulose, demonstrando colonia
de CFU-GM, no 14° dia de cultura

Figura 7: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, demonstrando colonia

de CFU-GM. no 14° dia de cultura
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Sangue de cordao de neonatos de termo

Figura 8: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, demonstrando colonia

de BFU-E, no 21° dia de cultura
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Sangue de cordédo de neonatos prematuros

Figura 9: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, no 8% dia de

cultura,demonstrando colonia de CFU-GM

Figura 10: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, no 8° dia de
cultura,demonstrando colonia de CFU-E em diferentes fases de hemoglobinizagao e CFU-

GM. Ha intensa proliferagao

Resultados 28



Sangue de corddo de neonatos prematuros

Figura 11: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, no 14° dia de cultura,

demonstrando coldnia de CFU-E e intensa proliferacédo da linhagem granulomonocitica

Figura 12: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, no 14° dia de
cultura,demonstrando colénia de CFU-E e intensa proliferagéo da linhagem granulo-

monocitica, notando-se a presenga de fibroblastos (F).
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Citometria de fluxo — Criopreservagio
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Citometria de fluxo — Criopreservacdo
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Sangue de cordao de neonato de termo pos descongelamento

Figura 14:Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, no 14° dia de cultura,
demonstrando coldnias de CFU-E em diferentes fases de hemoglobinizagéo e coldnia de
CFU-GM

Figura 15:Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, no 14° dia de cultura,

demonstrando colénias de CFU-GM
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Sangue de corddo de neonato de termo pos descongelamento

Figura 16: Cultura de sangue de cord@o, em meio de metiicelulose, no 14° dia de cultura,

demonstrando colénia de CFU-GEMM

Resultados



Sangue de cordado de neonato prematuro apos descongelamento

Figura 17: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, no 14° dia de cultura,

demonstrando intensa proliferagao celular e coldnias de CFU-E e de CFU-GM

Figura 18: Cultura de sangue de corddo, em meio de metilcelulose, no 14° dia de cultura,

demonstrando intensa porliferacdo celular e coldénias de BFU-E, de CFU-E em

hemoglobinizagdo e de CFU-GM
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Culturas em meio de metilcelulose de células de lavado de medula

o0ssea de camundongos transplantados

Figura 19: Cultura no 14° dia — aumento 5x

Figura 21: Cultura no 8° dia
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Culturas em meio de metilcelulose de células de lavado de medula
o0ssea de camundongos transplantados

Figura 22: Cultura no 8° dia — aumento 5x

Figura 23: Cultura no 8° dia — aumento 10x
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Culturas em meio de metilcelulose de células de lavado de medula
o0ssea de camundongos transplantados

Figura 24: Cultura 14° dia

Figura 25: Cultura no 8%dia, colénia de linhagem eritréide em hemoglobinizacéo

Figura 26: Cultura no 8°dia, colénia de linhagem eritréide

Resultados 37



Culturas em meio de metilcelulose de células de lavado de medula
o0ssea de camundongos transplantados

Figura 27: Cultura no 14°%dia, coldénia de linhagem eritrdide — fase adiantada de

hemoglobinizagao

Figura 28: Cultura no 14°%dia, colénia de linhagem eritréide — fase precose de

hemoglobinizacao

Figura 29: Cultura no 14%ia, coldnia de linhagem eritréide
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Citometria de fluxo — Transplante de camundongos
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Figura 28: Resultados da andlise de citometria de fluxo do transplante dos camundongos

SCID - Sangue Periférico

Resultados 39



Citometria de fluxo — Transplante de camundongos
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Citometria de fluxo — Transplante de camundongos
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Citometria de fluxo — Transplante de camundongos
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1. Coleta e avaliacdo celular

No presente trabalho, o sangue de corddo umbilical humano foi coletado através de
sistema fechado, durante o periodo de dequitagdo placentéria de trabathos de parto
normal (preferencialmente) ou cesarea, em bolsa de sangue especifica para sangue de
corddo. Demonstrou ser material de facil obtencdo e manipulagéo pois foi coletado por
varias pessoas gque né&o tiveram dificuldade em realizar o procedimento. Todas as
gestantes consentiram na doag¢do, tendo sido excluidas as que apresentaram ruptura de
bolsa amnidtica acima de 6 horas anteriores ao parto, temperatura materna acima de 38°
C, presengca de mecdnio no liquido amnidtico 3+/4+, gestante portadora de Diabetes
Mellitus e gestante portadora de hipertenséo arterial sistémica. Foram consideradas aptas,
gestantes que estivessem em trabalho de parto, sem intercorréncias clinicas ou
obstétricas.

O sangue de corddo pode ser coletado também num sistema aberto, apds o periodo
de dequitacdo, portanto com a placenta fora do organismo materno. Neste sistema, todos
0s vasos placentarios podem ser puncionados, sendoc grande o risco de contaminacio e o
volume coletado nao difere muito do obtido via sistema fechado. Assim, a vantagem do
sistema fechado € diminuir o risco de contaminacio e possibilitar uma coleta de maior

volume, ja que a placenta se encontra sob a acio das contracbes uterinas.

A variagéo de volume coletado observada no presente trabatho correlacionou-se com
a idade gestacional. A maioria das bolsas coletadas com baixo volume (1,2, 5 e 10 ml)
eram de prematuros, onde a placenta tem baixo peso. A média de volume coletado neste
estudo esta de acordo com os dados de trabalhos ja publicados como o de Bertolini ef af
(1995) que avaliaram 527 procedimentos de coleta de sangue de corddo. Estes autores
ndo encontraram correlagdo do volume de sangue coletado com o tipo de parto e
obtiveram volume medio de 72 £ 34 ml DP nos partos via vaginal e de 62 £ 18ml DP nas
cesareanas. Também n&o encontraram diferenca significativa no volume coletado quando
comparados os sistemas fechado e aberto entretanto, como era esperado, houve uma
maior incidéncia de contaminagéo (12,5%) no sistema aberto em relagdo ao fechado
(3,3%). Estes dados ja haviam sido descritos, mas numa casuistica menor (14 bolsas), por
Miniero ef al em 1993,
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Grande variacido na celularidade das bolsas coletadas, como observada em nosso
estudo, & compativel com os resultados de Falkenburg ef af (1993) e Harris ef af (1994).
Entretanto Broxmeyer et al (1989) notaram diminuicdo importanie no numero de células
monucleares quando era utilizado o método de Ficoll-Hipaque, na densidade 1077, para
separar as células mononucleares. Estes resultados néao foram confirmados nos estudos
de Harris el al (1994), Newton ef a/ (1993) e Bertolini ef a/ (1995). Estes dltimos autores
(Bertolini ef af, 1995) compararam a dupla separacao com Ficoll (densidade de 1077), com
o metodo de separacdo em gelatina a 3%, proposto por Nagler ef af (1993), e cbservaram
que, independentemente do método utilizado, houve uma perda de apenas 8 a 14% de
célutas mononucleares. No presente trabalho, foi utilizado o método de separacio com
Ficoll (densidade de 1077).

A alta viabilidade das células mononucleares, observada neste estudo (cerca de
90%) deve-se, provavelmente, ao fato das bolsas terem sido manipuladas até 24hs apoés a
coleta. Estes resultados estio de acordo com os obtidos por Broxmeyer et af (1989) que
observaram que amostras manipuladas até um dia apos a coleta e mantidas a 4° C n&o
apresentavam perda de viabilidade das células mononucleares. Entretanto, Bertolini et af
(1995) descreveram que, acima de 12 horas de armazenamento, pode haver diminuicao

da viabilidade.

Em nosso estudo obtivemos crescimento adequado de colonias na maioria dos
experimentos. Conforme observado por Gluckman ef af (1992), também neste trabalho
ndo houve correlacdo entre ¢ volume de sangue coletado e ¢ numero de células
precursoras, inferido pelo nimero de coldnias contadas nas diversas culturas. Tivemos 15
bolsas nas quais nao houve crescimento de coldnias nas culturas realizadas. Em 4 destas
bolsas houve grande contaminac&o, provavelmente porque a assepsia do corddo
umbilical, antes da coleta, foi inadequada. Nas 11 restantes, nio foi possivel identificar a
causa do ndo crescimento, pois ndo houve contaminagao, nem problemas com © meio ou
temperatura. Tivemos ainda, em 4 bolsas, baixa proliferagdc de coldnias provavelmente,

por inativag@o do meio que estava proximo ao vencimento.
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2. Estudos Clonogénicos

Inicialmente, as culturas foram feitas em meio sélido (agar), em triplicata, sendo
semeadas 1x10° células/ml de meio {padronizacao ja existente para o agar). Os fatores
estimulantes utilizados foram sobrenadante de cultura de célula de carcinoma de bexiga,
linhagem 5637, e eritropoietina humana recombinante. Nestas culturas houve proliferacio
adequada, mas sabe-se gue coldnias de linhagem eritréide, BFU-E e as mistas, CFU-
GEMM, assim como as CFU-GM desenvolvem-se melhor em meio semi-sélido de
metilcelulose. De acordo com os relatos de Freshney ef af (1994), Testa e Molineux
(1983}, por ser liquida e apresentar grande viscosidade, as células proliferam melhor em
sua interface. A meticelulose propicia também a retirada das coldnias com pipeta de
Pasteur ou diluindo-se com uma maior quantidade de meio, tornando viavel o cultivo
destas células ou colénias em cultura liquida. Por estes motivos e pela facilidade em se
padronizar 0s experimentos na metilcelulose, que ja continha fatores de crescimento
(excec&o da eritropoietina gue € adicionada ao final), optou-se pela utilizagio deste meio
na maioria dos experimentos. Assim, nas outras 72 bolsas, as culturas foram feitas em
meio semi - s6lido de meticelulose utilizando, como fatores de crescimento, stem cell
facfor, interleucina 3, GM-CSF e eritropoietina humana, todos recombinantes. Todas as
culturas em metilceiulose foram feitas com 1 x 10° células/ml, conforme sugerido por
Broxmeyer ef af (1989) e Harris ef al (1994). De fato, nestas culturas, a utilizac8o de 1 x
10° células/ml induziu & proliferacdio intensa, dificultando a leitura.

Os resultados obtidos na leitura das culturas no 14° dia indicam que as céiulas
proliferaram e se diferenciaram adequadamente, originando colonias de todas as
linhagens hematopoiéticas, semelhante ao relatado nos estudos de Broxmeyer ef a/ (1989)
Glukman ef af (1992), Harris ef af (1994), Rubinstein ef af (1995) e Bertolini ef af (1995).

Nas amostras de prematuros houve um maior namero de células precursoras viaveis
quando comparadas com os de termo. Foram contadas 371X10° células/m| de sangue de
cord&o no grupo de prematuros e 74X10°células/ml no grupo de termo. Estes resultados
se correlacionam com a ontogenia da linhagem hematopoiética, citado nos estudos de
Clapp et af, 1989, Migliaccio et al 1986, Moore et al, 1970, e Lansdorp ef al 1993, pois
quanto mais prematuro ¢ feto, maior o nimero de células precursoras circulando na
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corrente sanguinea. Entre o 2° e 3° trimestre de gestac3o, o fluxo de células precursoras
que sdo produzidas no figado e bago em diregdo a medula Ossea € intenso. Estes
resultados se correlacionam, por sua vez, com os relatos de Haneline ef al, 1996 que
notaram grande proliferacéo de coldnias nas culturas de sangue de corddo de prematuros,
inferindo que o grande potencial proliferativo seria devido ao maior niimero de células
precursoras existentes no sangue dos prematuros. Em estudo anterior, datado de 1988,
Liang et al relataram que n&o havia diferenga no numero de coldnias (capacidade
proliferativa) obtidas de sangue de cord&o de neonatos prematuros e de termo. Mesmo
que a leitura das culturas nos 2 estudos tenha sido feita no mesmo dia (14° dia), fica dificil
compara-los porque Liang ef al. utilizaram meio de agar e fatores de crescimento de meio
condicionador derivado de placenta humana, enquanto que Haneline ef af utilizaram
metilcelulose e fatores de crescimento recombinantes. Em nosso estudo também
observamos um maior numero de colGnias nas cultura de prematurcs quandc comparadas
com as de termo (tabelas Ill e V). Apesar da concentracdo celular utilizada para a
realizacdo das culturas nos 2 grupos ser a mesma (1x 10° células / ml de mejo), este
aumento pode ser explicado pelo fato de existir maior nimero de células precursoras
(CD34" no sangue de corddo de prematuros que nos de termo. Entretanto, observamos
nas culturas de prematuros, no 8% dia, ndo s6 um maior nimero de colénias, como
também uma diferenciagdo mais precoce, encontrando-se, ja no 8° dia de cultura, grande
numerc de coldnias mistas (CFU-GEMM). Assim, a cultura dos prematuros no 8° dia se
assemelharam as de termo no 14%de cultura e no 14°% dia apresentavam coldnias de BFU-
E que € caracteristico de cultura de 21 dias. Provavelmente estas células devem entrar
antecipadamente em ciclo celular. Estes achados sdo inéditos e s&o, atualmente, objeto

de estudo.

3. Criopreservacéo

O principal problema da padronizagdo da criopreservagdo se relacionou com a
temperatura de manipulagdo das células durante 0 processo de congelamento, que deve
estar o mais préximo possivel de 0° C para que 0 DMSO n3o seja téxico a céiula.
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Na tabela IV podemos notar que houve diminuiggo no nimero de céluias pds-
descongelamento, mas a viabilidade se manteve entre 80 a 80% ao azul de tripan, dados
estes comparaveis aos encontrados na literatura. Bertolini ef a/ (1995) associaram, ao
processo de criopreservacio, uma perda ao redor de 12 a 21% no numero de células.
Almict et af (1996), por sua vez, relataram perda de 73 £11% com viabilidade acima de
97%. Em ambos os trabalhos, os resultados foram independentes do tipo de separagéo
feita.

No nosso trabalho, também observamos, na analise por citometria de fluxo,
manutengdo ou até aumento da porcentagem de células CD34", provavelmente porque as

células que morreram durante o processo de criopreservacéo néo foram as células CD34".

Por sua vez, nos estudos clonogénicos realizados apés o descongelamento das
amostras, as células em cultura mantiveram sua capacidade proliferativa, apresentando
namero significativo de coldonias das linhagens eritrdide, granulomonocitica e mista, como
pode ser observado na tabela Ill. Estes resultados também foram descritos nos estudos

dos autores acima citados.

4. Transpilante de células mononucleares de sangue de corddo umbilical

humano em camundongos de linhagem SCID.

Os primeiros trabalhos com a linhagem SCID para estudo de diferenciacio e funcio
da linhagem hematolinfoide surgiram em 1988 com McCune ef al. Os autores
transplantaram células hematopoiéticas fetais humanas, timo, e linfonodo fetal em
camundongos portadores de imunodeficiéncia severa combinada (SCID/SCID) que n3o
apresentam linfocitos B e T, e demonstraram o aparecimento transitério de linfocitos T
humanos (CD3" e CD4%) e IgG (imunoglobulina G) na circulagio destes animais.

No presente trabalho, foi escolhida a linhagem SCID para ser transplantada, devido
a0 consenso na literatura que este modelo muring é ideal para estudar hemopoiese de
sangue de corddo humano e investigacédo de doencas imunes e hematolégicas (Kollmann
ef al 1994, Leblond ef al, 1997, Lubin ef af 1991, Vomoor ef al/, 1994). A viabilidade do
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sangue de corddc para reconstituir medula éssea dos camundongos SCID ficou
comprovada através dos resuliados da analise por citometria de fluxo de macerado de
pulm&o, de bacgo, do sangue periférico e de lavado de medula éssea dos camundongos,
demonstrando o aparecimento de células humanas CD45", incluindo linfécitos T e B.
Ressalta-se que os camundongos foram analisados j& na 8% semana pés-transplante,
podendo assim explicar a pequena porcentagem de linfécitos encontrada. Os dados
obtidos em nosso estudo se cormelacionam com os trabalhos de Lubin ef a/ (1991) e
Vomoor et af (1994). Em 1991, Lubin ef af publicaram artigo relatando o sucesso de
transplante de medula 6ssea humana em camundongos SCID e a proliferagdo de
linhagem linféide humana, tante B quanto T, 2 a 4 meses apds o transplante. Ao redor da
10® semana pds-transplante, alguns camundongos apresentaram pequeno numero de
linfocitos T, que variaram entre 6,5 e 10,8%. Populagdo significativamente alta de linfocitos
CD4" e CD8" e de linhagem B s0 ocorreu 6 meses apos o transplante. Em 1994, Vomoor
et al publicaram estudo onde demonstraram a viabilidade de células precursoras de
sangue de corddo umbilical humano para reconstituir linhagem hematopoiética em
camundongos SCID submetidos a irradiagao sub-letal, havendo, em cuitura, intensa
proliferacdo, como a observada em nosso estudo.

A utilizagdo de fatores de crescimento humanos para pega do transplante de
camundongos SCID foi objeto de estudo com resultados controvertidos. Kamel-Reid ef af
apontaram, pela primeira vez, em 1988, a necessidade de se infundir, nestes
camundongos, fatores de crescimento de linhagem humana, ja que os de linhagem murina
foram ineficazes. Em estudo publicado por Lapidot ef a/, em 1992, foi relatada a
estimulacdo da proliferacgo da linhagem hematopoiética nos camundongos SCID
transplantados com medula éssea humana, através da infus@o de interleucina 3 e GM-
CSF (fator estimunante de crescimento de linhagem granulomonocitica), imediatamente
ou durante o primeiro més apds o transplants,. Entretanto, Kollmann ef af (1994)
publicaram estudo sobre a reconstituicdo de linfocitos humanos em camundongos SCID,
apods transplante de medula éssea, sem administracdo de citocinas humanas exégenas.

Os resultados de nosso estudo corroboram os obtidos por Kolimann ef al.

As culturas obtidas a partir de celulas de medula 0ssea destes camundongos

transplantados apresentaram intensa proliferagido celular, dificultando a contagem das
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coldnias, apesar de terem sido semeadas 1 x 10° células /ml de meio de cultura e da baixa
porcentagem de células CD34" (0,03%), conforme observado na imunofenctipagem dos
lavados de medula dssea dos camundongos. Estes resultados estdo de acordo com os
relatados por Vomoor ef af (1994) e Wang ef af (1997).

O alto nimero de mortes na 1° semana pos-transplante deve-se, provavelmente, a
grande sensibilidade, ja descrita em literatura, que a linhagem SCID tem & irradiacdo, se
comparada com outros camundongos, mesmo quando utilizada a dose de 300 rads
(Cashman ef a/,1997, Conneally ef a/,1997, Vomoor ef al, 1894 e Kamel-Reid, 1989). A
utilizagéo de fémeas nos Ultimos experimentos de nosso trabalho, mais sensiveis e de
menor peso que os machos, pode também fer influenciado as mortes precoces dos

camundongos SCID.

Assim, 0 conjunto dos resultados apresentados neste trabalho, nos permite concluir
que as células precursoras do sangue de corddo sdo capazes de reconstituir a linhagem
hematopoietica apds ablacdo da medula e devido as suas caracteristicas, imaturidade,
grande capacidade de proliferacdc e autogeracdo, podem ser adequadas para terapia
génica . Métodos eficazes de expansao in vifro destas célutas serdo fundamentais para

obten¢do de nimero adequado de células para transplante de individuos adultos.
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Conclusdo



O sangue de corddc demonstrou ser material facilmente obtido e maniputavel
devendo se tornar importante fonte alternativa de células precursoras para reconstituir
linhagem hematopoiética.

Os prematuros apresentaram maior numero de células precursoras vigveis que os de
termo. Nos estudos clonogénicos, as culturas dos prematuros no 8° dia foram
semelhantes as de termo no 14° dia, ja apresentando grande quantidade de CFU-GEMM.
No 14° dia foram semelhantes as de termo de 21 dias, apresentando coldnias de BFU-E e
intensa proliferac@o celular, demonsirando que além de maior nimero de células
precursoras viaveis, diferenciam-se nos diversos tipos de coldnias precocemente.
Provavelmente as células de sangue de corddo de prematuros devam entrar em ciclo
celular antes que as de termo.
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During the past 14 years, human umbilical cord blood (UCB) has become an
important source of hematopoietic stem cells The collection and manipulation of UCB is
easy and due to the rich content of progenitors cells, when cultured, these cells provide a
high enough number of GM-CSF colonies to allow recovery of the hematopoietic lineage.
UCB progenitor cells display a great ability to proliferate and seif-renewal and are capable
of multilineage expression in secondary colony cultures. In addition, UCB cells can be
efficiently infected with retroviruses and provide a high level of expression of the introduced
sequence. So, UCB cells can also be used in gene therapy. To evaluate the proliferative
potential of UCB stem cells to recover hematopoietic lineage, we collected between june,
1996 to august 1998, 75 UCB bags and analyzed, before and after cryopreservation, their
viability and proliferative capacity in methylcellulose culture, we also performed
transplantation of these cells into SCID mice in order to recover bone marrow after ablative
irradiation. The collected volume medium was 57mi, the medium viable number of
mononuciear cells was 119 x10°ml of cord blood. The medium CFU-C founded in
clonogenic studies were: 216 CFU-E, 134 CFU-GM and 22 CFU-GEMM. During our study
we discovered that cultures from UCB cells of premature neonates had an early growth of
CFU-E/BFU-E, CFU-GM and CFU-GEMM, on the 8" day of culture, and that the number
and morphological characteristics of these colonies were comparable to those from full
term neonates obtained on the 14™ day. The prematures presented, on the 8" day of
cufture, 284 CFU/BFU-E while, in full term neonates there were 19 colonies (p=0,003). We
found 196 CFU-GM colonies in the premature group and 15 colonies in the full term group
(p=0,003), 27 CFU-GEMM colonies in the premature group and none in the full term group
(p=0,003). On the 14" day of culture the results were as following: CFU/BFU-E - premature
358 x full term 216 (p=0,061), CFU-GM — premature 219 x full term 120 (p=0,075) and
CFU-GEMM — premature 41 x full term 23 (p=0,040). These results indicated that
premature UCB cells have a higher proliferative potential, this capacity may not be only
related to their higher concentration of primitive hematopoietic progenitor cells, but rather to
a different timing to entry into the cell cycie. The study about cryopreservation
demonstrated that the viability and clonogenic results were comparable with the results
before cryopreservation

In order to evatuate the viabiity of UCB cells to recover hematopoieic lineage,

fractioned UCB cells were transplanted into sublethaly irradiated severe combined
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immunodeficient (SCID) mice. We transplanted 21 mice, 6 engrafted and 15 dead during
the fist week post transplantation, probably by the fact that SCID lineage had great
iradiation sensibiliy than the others mice lineages, even when we use 300 rads .The
engrafted group demonstrated multiineage engraftment, analyzed by fluorescence-
activated-cell sorting (FACS) with monoclonal antibody for human cells, and clonogenic
studies with mice bone marrow cells, in methylcellulose culture with human recombinant
stimulating factors. Our FACS results were: peripheral biood, 400 cells with 26,03% of
CD45, 4,50% of CD2, 30,14% of CD3, 1,03% of CD19; lung, 2500 cells with 18,65% of
CD45, 16,32% CD3 and 0,37% of CD19; bone marrow,1000 cells with 12,80% of CD45,
4,45% of CD3, 0,855 of CD8 and 0,03% of CD34; spleen, 2300 cells with 36,84% of CD45,
28,27%' of CD3, and 1,62% of CD19. We had done the same analysis with one
untransplanted mouse. There was not any positive cell in the FACS analysis with
monoctonal antibody for human celis.

These results demonstrated that umbilical cord blood cells were capable to recover
bone marrow after ablative therapies and might be in the future, the ideal source of
progenitors cells for transplantation and gene therapy.
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