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RESUMO

Objetivo: Acompanhar a expansao de células-tronco mesenquimais de corddao umbilical por dois
marcadores classicos de senescéncia, p16 (INK4A) e p21 (CDKN1A), usando métodos praticos,
rapidos e com custo menor do que a técnica padrao-ouro de Western blotting, para avaliar sua
aplicabilidade em laboratdrio. Métodos: Células-tronco mesenquimais de cordao umbilical foram
isoladas da geleia de Wharton e, apds controle de qualidade e caracterizagdo morfolégica e
imunofenotipica por citometria de fluxo, foram expandidas em cultura, até chegarem préximas a
parada do ciclo celular (senescéncia replicativa). Resultados: Foi feita a comparacéo entre células
jovens, na passagem 5, e células pré-senescentes, na passagem 10, avaliando a expressao
proteica dos marcadores cléssicos de senescéncia celular p16 e p21, comparando os resultados
obtidos por Western blotting com os obtidos por citometria de fluxo e imunofluorescéncia indireta.
Conclusao: 0 seguimento de culturas celulares, por meio da imunofluorescéncia indireta de p186,
permite identificar as culturas de células-tronco mesenquimais de corddo umbilical em risco de
atingirem a senescéncia replicativa.

Descritores: p16; Inibidor de quinase dependente de ciclina p21; Células-tronco mesenquimais;
Senesceéncia celular; Imunofluorescéncia; Citometria de fluxo; Western blotting

ABSTRACT

Objective: To follow the expansion of mesenchymal stem cells from umbilical cords by two
classic senescence markers, p16 (INK4A) and p21 (CDKN1A), using practical, fast, and less
expensive methods than the gold standard Western blotting technique, to evaluate its applicability
in the laboratory. Methods: Mesenchymal stem cells from umbilical cords were isolated from
Wharton's jelly and, after quality control, morphological and immunophenotypic characterization
by flow cytometry, were expanded in culture until coming close to cell cycle arrest (replicative
senescence). Results: A comparison was made between young cells, at passage 5, and pre-
senescent cells, at passage 10, evaluating the protein expression of the classic cell senescence
markers p16 and p21, comparing the results obtained by Western blotting with those obtained
by flow cytometry and indirect immunofluorescence. Conclusion: Follow-up of cell cultures,
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through indirect p16 immunofluorescence, allows the identification
of mesenchymal stem cells from umbilical cord cultures at risk of
reaching replicative senescence.

Keywords: p16; Cyclin-dependent kinase inhibitor p21; Mesenchymal
stem cells; Cellular senescence; Immunofluorescence; Flow cytometry;
Western blotting

INTRODUGAO

As células-tronco mesenquimais (CTM), descritas ini-
cialmente em 1968, sao células clonogénicas, capazes
de autorrenovagao e de diferenciagao em outros tipos
de células. Essa diferenciagdo em adipdcitos e nas
linhagens osteogénica e condrogénica pode ser repro-
duzida in vitro. As CTM também podem ser expandi-
das em cultura e testadas em protocolos de medicina
regenerativa, tornando-se potencialmente uteis para
terapia celular.®

Uma fonte rica em CTM € o cordao umbilical, pois
o tecido conjuntivo que envolve os vasos umbilicais,
chamado de geleia de Wharton, contém células con-
sideradas uma alternativa ao uso de CTM de medula
Ossea e de outros tecidos, por sua facilidade de isola-
mento, seu maior potencial de expansao em cultura® e
sua maior acessibilidade, com poucas restricoes éticas.
Além disso, por serem células de idade muito jovem
(neonatal), considera-se terem sofrido menor interfe-
réncia ambiental de infeccdes e produtos danosos a
saude, ou acdo pelo envelhecimento.®

Com o avanco da idade do organismo, as CTMs,
como quaisquer outras células adultas, podem entrar
em senescéncia. Na senescéncia, ocorre a parada do
ciclo celular, interrompendo a divisao celular; entre-
tanto as células continuam vivas, mas disfuncionais.®

O termo “senescéncia replicativa” foi cunhado em
1960 por Hayflick quando mostrou que fibroblastos di-
ploides humanos tinham capacidade limitada para pro-
liferar in vitro, pois ocorriam a redu¢ido do comprimento
dos teldmeros e a parada da divisao celular. Entretanto
as células mantinham-se ainda vivas e secretando me-
tabolitos.“” Depois, foi mostrado que células mitotica-
mente normais também podem entrar em senescéncia
pela acdo de estressores,® como danos ao DNA que,
acompanhados do aumento de proteinas mal dobradas
e do estresse oxidativo,® acarretam uma perda irreversi-
vel da capacidade proliferativa.®1 E consenso que esse
estado de senescéncia protege o organismo, impedindo
a célula de ter um crescimento anormal e evitando o
aparecimento de células com potencial tumorigénico.
Assim, a inducdo da senescéncia decorre diretamen-
te de sistemas de sinalizacdo ativados durante o ciclo
celular. Para regular essa inducao, existem proteinas
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controladoras positivas que ativam, e outras negativas
que inibem seus alvos e contrapoem suas acoes. Dentro
do grupo de proteinas positivas, estao as cinases depen-
dentes de ciclina (CDK), que desencadeiam cascatas de
sinalizacdo, as quais levam a parada de proliferacao ce-
lular. Por essa acao, sao conhecidas como supressoras
de tumores. E o caso das proteinas p16 (gene P16INK4
ou CDKN?2 - cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) e p21
(CDKNI1A - cyclin-dependent kinase inhibitor 14). Ape-
sar da caracterizacao da senescéncia ainda se basear
na presenga ou na auséncia de um grupo de marca-
dores robustos,? o actimulo de p16 tem sido consi-
derado um marcador-chave da senescéncia celular.
A p21 também é uma proteina supressora de tumor,
sendo que seu nivel de expressao pode ser utilizado
como marcador de células jovens, com alta capacidade
proliferativa, contrastando com p16, expressa em nivel
elevado em passagens tardias.(®

A avaliagdo de marcadores de senescéncia celular
¢ comumente realizada pela técnica de Western blotting
(WB), considerada padrao-ouro para avaliacdo de ex-
pressao proteica. Entretanto € uma técnica trabalhosa,
por demandar varias etapas, € que necessita de um nu-
mero grande de células. Por esse motivo, usualmente,
analisar um ensaio de senescéncia implica no término
da cultura para a obtencao da quantidade necessaria de
cClulas. Assim, propusemos-nos testar outros métodos
sensiveis e com resultados confiaveis no quesito de ava-
liacdo da senescéncia celular, efetuando uma andlise
comparativa com os resultados obtidos por WB. Foi
feita uma avaliacido da senescéncia das culturas celula-
res por imunofluorescéncia (IFI) indireta e citometria
de fluxo, técnicas mais rapidas e que utilizam ndmero
menor de células. Além disso, essas técnicas oferecem
a possibilidade de armazenamento das células restantes
ou mesmo a continuagao dos experimentos. Finalmente,
a possibilidade de armazenar mais células e mesmo de
continuar sua expansao € importante quando a meta é
usa-las em terapia celular. Nossa hip6tese foi a de que
uma dessas técnicas poderia ser empregada ao invés de
WB, permitindo a avaliacao de senescéncia durante os
experimentos sem, todavia, interromper a cultura.

OBJETIVO

Comparar medidas das proteinas pl6 e p21 por imu-
nofluorescéncia e/ou citometria de fluxo com Western
blotting nas passagens p5 e pl0, ou seja, em dois mo-
mentos da cultura de células-tronco mesenquimais,
para monitorar a progressao da senescéncia em uma
fase anterior a parada do ciclo celular, e determinar a
viabilidade das duas técnicas alternativas.
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METODOS

Obtencao do cordao

Cordoes umbilicais humanos (n=4) foram coletados,
apo6s a obtencdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme critérios éticos estabelecidos
pelo Conselho Nacional de Satude. O protocolo apro-
vado recebeu 0 CAAE: 17079113.4.0000.0071 e parecer
353.781. Foram consideradas amostras saudaveis as que
obedeceram aos critérios de avaliagao do Banco Publico
de Sangue de Cordao Umbilical do Hospital Israelita
Albert Einstein (HIAE): gestantes com idade acima de
18 anos; com tempo de gravidez igual ou superior a 35
semanas; cuja bolsa nao poderia ter se rompido ha mais
de 18 horas; que realizaram no minimo duas consultas
durante a gravidez; sem infeccao ou febre no momento
do parto; e parto por cesarea. Antes do parto, apos a co-
leta do sangue da mae, foram realizados exames soro-
l6gicos, para confirmar a auséncia de virus da hepatite
A,Be C,HIVIell HTLV I e II, citomegalovirus, to-
xoplasmose, doenca de Chagas e sifilis, além da eletro-
forese de hemoglobina (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria/Resolucdo da Diretoria Colegiada - ANVISA/
RDC 153/2004). As amostras foram coletadas a partir
de 2013 e o estudo finalizado em junho de 2018.

Isolamento e cultivo das células

Ap6s a retirada do sangue, os cordoes foram processados
em nosso laboratério em até 4 horas apds a coleta, de
acordo com o protocolo publicado por Paladino et al.(¥)
As células da parede de cordao umbilical foram semeadas
em frascos de cultura 25 ou 75cm? (Corning, St. Louis,
MO) contendo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM-LG) suplementado com 20% soro fetal bovino
(SFB), 1% antibidtico-antimicdtico (penicilina 100
unidades/mL, estreptomicina 100wg/mL, anfotericina
250ng/mL e L-glutamina 2mM/mL) e mantidas em in-
cubadora umidificada, com 5% de diéxido de carbono,
a 37°C. As células foram armazenadas em nitrogénio
liquido na passagem 3. Todos os reagentes, quando nao
explicitado, foram adquiridos de Gibco® (New Grand
Island, EUA). Para obtencao das células na passagem
5 (p5) foram utilizadas duas amostras, e, para a expan-
sdo até a passagem 10 (p10), foi utilizada uma terceira
amostra, obtida do mesmo corddo. Apds o desconge-
lamento, a cultura de todas as amostras passou a ser
feita com o mesmo meio, mas com apenas 10% de SFB
adicionado. Foram semeadas 4.000 células/cm?. O meio
de cultura foi trocado a cada 48 horas. A passagem das
células foi feita na confluéncia de 70%, utilizando so-
lucdo de colagenase a 1% por 5 minutos. Na passagem 4,
as células foram caracterizadas como CTM segundo
os critérios estabelecidos pela International Society for

Cellular Therapy (ISCT),"> ¢ o cultivo foi mantido até a
passagem 10. Para o controle positivo na analise de p16,
foi utilizada a linhagem HEK-293 (Human Embryonic
Kidney 293), e, para o controle negativo, foi utilizada
a linhagem MCF7 (Mammary Gland, Breast; Derived
from Metastatic Site: Pleural Effusion), ambas obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro,
Brasil). As mesmas células funcionaram como controles
negativo e positivo para p21, respectivamente.

Esterilidade e deteccao de micoplasma e

exame microbioldgico na cultura

Para a confirmacao da auséncia de microrganismos na
cultura celular, apds 48 horas, 750ul do sobrenadante
foram coletados para andlise microbiologica. A anali-
se foi efetuada pelo Laboratério Clinico do Hospital
Israelita Albert FEinstein utilizando os métodos de
Ziehl-Neelsen para bactérias de alta resisténcia, obser-
vacao direta para fungos, além da analise bacterioscopica.
A deteccdo de Mycoplasma foi feita por Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) usando anticorpos anti-
-Mycoplasma. Depois de certificada a auséncia de mi-
crorganismos, as amostras foram congeladas ou manti-
das em cultura para desenvolver os experimentos.

Caracterizacao imunofenotipica de células-tronco
mesenquimais na passagem 3 e/ou 4

Segundo a ISCT, as CTM devem exibir perfil especifico
de expressao na superficie celular, que € positivo para
CD105, CD73, CD44, CD29, CD166 e CD90, e negativo
para marcadores hematopoiéticos (CD14, CD34, CD45,
CD117,CD133), marcadores endoteliais (CD31, CD106,
CD133 ) e molécula de superficie HLA-DR.(9 Sao trés
as exigéncias minimas para classificar uma populagao
de CTM. A primeira € sua separacao com base em sua
aderéncia seletiva, em cultura, a superficie do plastico;
a segunda € de um conjunto de marcadores positivos e
negativos analisados por citometria de fluxo; e a terceira
¢ a capacidade de as células se diferenciarem em osteod-
citos, adipdcitos e condrdcitos. Essa caracterizacao foi
feita nas células desse estudo por Paladino et al.("¥)

Western blotting

As proteinas do lisado foram quantificadas pelo método
de Pierce (BCA protein Assay Kit, Thermo Fisher,
EUA) e separadas por eletroforese em gel de poliacri-
lamida 12%, por 1 hora 20 minutos, a 100V, em tampao
de pH neutro contendo SDS (dodecil sulfato de sodio)
a 1% (Invitrogen, EUA). Apés a corrida, as proteinas
contidas no gel foram transferidas para membranas de
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nitrocelulose Amersham (GE Healthcare Life Sciences,
EUA) em tampdo 20% metanol (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) por 1 hora, a 100V. As mem-
branas foram incubadas em solugao de bloqueio 5%
albumina sérica bovina (BSA, Cell Signaling, EUA)
por 1 hora e, em seguida, incubadas com o anticorpo
primario p21 (1:1000 — Ab109520, Abcam, EUA) ou
p16 (1:1000 — Ab108349, Abcam, EUA) em solucdo de
BSA, por uma noite. Em seguida, a membrana foi la-
vada trés vezes por 5 minutos com a solu¢ido de TBS-T
(Tris-HCI, 24,23g, 80,06g NaCl e 0,1% Tween® 20) e,
em seguida, incubada com o anticorpo secundario
conjugado com peroxidase de rabano (HRP) (1:2000,
Cell Signaling, EUA) diluido em TBS-T + leite Molico
2% (Nestlé, Brasil), por 1 hora, em ambiente escuro,
sob agitacao lenta. Apds nova lavagem por trés vezes,
a membrana recebeu a solucdo reveladora ECL Prime
Western Blotting System (GE Healthcare Life Sciences,
EUA). O produto quimioluminescente foi analisado no
leitor Chemidoc (Bio-Rad, Hercules, EUA), revelando
presenca da banda proteica especifica. A mensuracao
foi feita pelo programa Image Lab (Biorad, Hercules,
EUA). Cada teste foi feito em duplicata.

Imunofluorescéncia indireta

Células em cultura foram transferidas para laminulas
circulares de vidro contidas em placas de 24 pocos, se-
meadas na concentracao de 4.000/cm? e cultivadas até
atingirem a confluéncia de 50% a 70%. Em seguida, foi
retirado o meio de cultura, e as células foram lavadas
com tampao fosfato-salina (PBS), por quatro vezes e
fixadas com paraformaldeido 4%, por 10 minutos. Em
seguida, as células foram lavadas com PBS e as membra-
nas celulares, permeabilizadas com a solucdo de Triton-X
100 (detergente nao ionico, Sigma-Aldrich, EUA) a
0,01%, diluido em PBS, por 15 minutos. Apds lavagem
com PBS, quatro vezes, em intervalos de 5 minutos, foi
feito, nas células, o bloqueio de ligagOes inespecificas
com BSA a 1%, por 30 minutos. Ap0s repetir a lava-
gem com PBS, as células foram incubadas por 24 horas
com os anticorpos primarios p16 (1:100 — Ab108349,
rabbit anti-human Abcam, USA) ou p21 (1:100 -
Ab109520, rabbit anti-human, Abcam, USA), mantidas
em ambiente escurecido e umido a 4°C. Apods 24 horas,
as células foram lavadas com PBS em intervalos de 5
minutos por trés vezes e, em seguida, incubadas com o
anticorpo secundario. Para a deteccao do p16, utiliza-
mos o anticorpo secundario diluido em BSA 1% (1:400,
rabbit anti-human 1gG (H+L), F(ab’)2 Fragment, Alexa
Fluor® 555 Conjugate, Cell Signaling, EUA) e para
p21 (rabbit anti-human 1gG (H+L), F(ab’)2 Fragment,
Alexa Fluor® 488 Conjugate, Cell Signaling, EUA), por
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30 minutos, mantendo a membrana sob agitacao leve,
em temperatura ambiente e protegida da luz. Logo de-
pois, as células foram lavadas com PBS, em intervalos
de 5 minutos; a ultima lavagem das células fixadas foi
feita com agua destilada, e, imediatamente, as laminu-
las dos pocgos foram recuperadas. As laminulas foram
mantidas protegidas da luz e em temperatura ambiente,
até secarem por completo para receber a solugao do
reagente DAPI (VECTASHIELD Antifade Mounting
Medium with DAPI, Vector Laboratories, USA). As
laminas foram analisadas em um microscopio confocal
de fluorescéncia (Zeiss confocal LSM 880, Alemanha),
sendo feita a contagem das células em dez campos, em
triplicata, independentemente do nimero de células.
Calculou-se a média de intensidade de fluorescéncia
(MIF) corrigida pelo nimero de células contadas. A
fluorescéncia foi mensurada usando o programa ZEN
lite (Zeiss, Alemanha).

Citometria de fluxo

Células em cultura foram recuperadas, lavadas com
PBS 1X contendo BSA 1% e centrifugadas a 400g, por
5 minutos. Para a marcacdo da proteina p16, utilizamos
2x10° células/tubo, fixada com paraformaldeido a 4%,
por 10 minutos, em temperatura ambiente. O teste foi
realizado em triplicata, como no caso da IFI. Apds a
permeabilizacio celular incubando as células em PBS
1X + 0,1% Tween® 20 (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) por 20 minutos, a 4°C, foi feita lavagem adi-
cionando novamente PBS contendo 0,1% Tween® 20,
em temperatura ambiente. A suspensdo de células foi,
entao, centrifugada a 400g, por 5 minutos. Para evitar
ligagoes inespecificas, adicionamos BSA 5% + 0,1%
Tween® 20, por 15 minutos, a 4°C. As células foram
lavadas novamente e centrifugadas para a marcagao
intracelular com o anticorpo monoclonal rabbit anti-
-human CDKN2A/p16INK4A (1:100, clone: EPR1473,
Abcam, EUA). Apds incubacdo por 30 minutos a 4°C,
foram feitas a lavagem e a centrifugacgio, por duas ve-
zes. Utilizamos o anticorpo secundario policlonal rabbit
anti-human conjugado com PE (1:100, clone: Poly4064,
Biolegend, USA), e as células foram incubadas, com la-
vagem e suspensao em PBS + 1% BSA para leitura no
citometro de fluxo BD FACSARIA (Becton Dickinson,
San Jose, CA). Para a proteina p21, utilizamos o pro-
tocolo similar a marcacio da proteina pl16. A diferen-
ca residiu na fixagdo das células em metanol a 80%, a
4°C, seguida de incubacdo por 20 minutos a 4°C. Para
essa marcagao intracelular, utilizamos o anticorpo mo-
noclonal rabbit anti-human p21 (1:100, clone: EPR 362,
Abcam, EUA). Para analise dos resultados, foi utilizado
o programa FlowJo (Treestar, Ashland, Oregon), sendo



Comparacdo da progressao da senescéncia em células mesenquimais de parede de cordao umbilical humano

considerados os valores da MIF apds contagem de
2x10° células/tubo.

Desenho experimental

A figura 1 mostra o desenho experimental empregado
nesse estudo. E importante salientar que a comparagao
dos diversos métodos foi possibilitada pelo emprego
concomitante das mesmas culturas celulares nos trés
métodos de escolha. Assim, em se tratando de culturas
primarias, e nao de linhagens ja estabelecidas, esse de-
senho experimental visou possibilitar diferenciar uma
taxa de proliferacao baixa, mas normal, das células de
uma possivel cultura com c€lulas mais senescentes e, as-
sim, com taxa de proliferacao diminuida. O experimen-
to completo foi repetido com quatro células diferentes,
e os resultados estao descritos apenas qualitativamente.

Coleta de corddo umbilical humano
e isolamento da linhagem de CTM

n=4
Passagem 5 Passagem10
células jovens élulas pré-senescentes

! ! l ! !

WB para || IFlpara || CFpara | | WBpara || IFlpara || CFpara |
pl6ep21||pl6ep21||p16ep21| pl6ep21| pl6ep21||pl6ep2l|

CTM: células-tronco mesenquimais; WB: Western blotting; IFI: imunofluorescéncia indireta; CF: citometria de fluxo; p: passagem.
Figura 1. Desenho experimental

RESULTADOS

Western blotting mostrou a heterogeneidade da
progressao individual para senescéncia replicativa
Como esperado, usando a técnica de WB, as proteinas
pl6 e p21 mostraram a progressao para a senescéncia
replicativa. A mensuragdo das proteinas p16 e p21 por
WB mostrou aumento de p16 e a diminuigao de p21 na
passagem 10 comparada a passagem 5 (Figuras 2 e 3,
respectivamente), condizente com a expressao ja obser-
vada em células mesenquimais senescentes de outras
origens!” e com o perfil heterogéneo nos diferentes
cordoes estudados.!¥ Cada cultura de CTM apresenta
alteracoes morfoldgicas tipicas, com padrao de dobra-
mento populacional distinto (Figura suplementar 1A),
mas com o aumento citoplasmatico (Figura suplemen-
tar 1B) previsto.
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Figura 2. Western blotting da proteina p16 nas células-tronco mesenquimais
(n=4) em passagem 5 e passagem 10. (A) intensidade da banda de p16
normalizada pela intensidade da banda de beta-actina para cada amostra. A
barra vertical indica a variagdo nas medidas. (B) imagem das bandas de p16 na
passagem 5. (C) imagem das bandas de beta-actina na passagem 5. (D) imagem
das bandas de p16 na passagem 10. (E) imagem das bandas de beta-actina na
passagem 10
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P: passagem; CTM: célula-tronco mesenquimal.

Figura 3. Western blotting da proteina p21 nas células-tronco mesenquimais
(n=4) em passagem 5 e passagem 10. (A) intensidade da banda de p21
normalizada pela intensidade da banda de beta-actina para cada amostra. A
barra vertical indica a variagao nas medidas. (B) imagem das bandas de p21 na
passagem 5. (C) imagem das bandas de beta-actina na passagem 5. (D) imagem
das bandas de p21 na passagem 10. (E) imagem das bandas de beta-actina na
passagem 10
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em passagens de pd a p9

2000000 = .
- CTM 80
CTM 81
$ 1500000 -
T‘% = CTM 83
s
§ 1000000 - CTM 84
@
o
500000
0 T T T T T T
pd p5 p6 p7 p8 p9
A Passagem das células
\
7/ / : b /
AN Y,
/ / \
af
B Ju e |4 :

CTM: célula-tronco mesenquimal; p: passagem.

Figura suplementar 1. (A) Imagem por microscopia 6tica de células isoladas
de cordéo de célula-tronco mesenquimal 81. Imagem por microscopia 6tica
de célula-tronco mesenquimal 81 em (B) passagem 5 e (C) passagem 10,
mostrando células com volume aumentado e maior refringéncia, indicando a
progressao para a senescéncia replicativa

Monitoramento por imunofluorescéncia de p16,

mas nao de p21, mostra padrao comparavel

ao Western blotting

A TFI, sendo um método semiquantitativo, foi ade-
quado para acompanhamento de culturas, € nao para
medidas quantitativas, como as obtidas por WB. No
entanto, a expressdo da proteina pl6 em passagem
10 analisada pela IFI estava aumentada em todas as
amostras, com perfil de variagdo compardvel ao obtido
com WB (Figuras 4A e 4B).
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p: passagem; MIF: média de intensidade de fluorescéncia; CTM: célula-tronco mesenquimal.

Figura 4A. Intensidade média de fluorescéncia da proteina p16 nas células-
tronco mesenguimais (n=4) em passagem 5 e passagem 10, analisadas por
imunofluorescéncia indireta. A barra vertical indica a variagao nas medidas

einstein (Sao Paulo). 2020;18:1-8

Figura 4B. Intensidade de fluorescéncia da proteina p16 (em vermelho) nas
células-tronco mesenquimais (n=4) em passagem 5 e passagem 10, analisadas
por imunofluorescéncia indireta. Marcagao dos nicleos com DAPI (em azul). (A)
controle negativo usando anticorpo secundario; (B) célula-tronco mesenquimal
80 em pb5; (C) célula-tronco mesenquimal 80 em p10; (D) célula-tronco
mesenquimal 81 em p5; (E) célula-tronco mesenquimal 81 em p10; (F) célula-
tronco mesenquimal 83 em p5, (G) célula-tronco mesenquimal 83 em p10; (H)
célula-tronco mesenquimal 84 em p5; (I) célula-tronco mesenquimal 84 em p10

Por outro lado, a IFI da proteina p21 nao demons-
trou ser marcador fidedigno em comparacdo ao WB.
Apenas duas das quatro células mostraram o mesmo
comportamento, com a expressiao da p2l maior na
passagem 5 em relacdo a passagem 10 (Figura suple-
mentar 2 e 3).
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p: passagem; MIF: média de intensidade de fluorescéncia; CTM: célula-tronco mesenquimal.

Figura suplementar 2. Intensidade média de fluorescéncia da proteina p21 nas
células-tronco mesenquimais (n=4) em passagem 5 e passagem 10, analisadas
por imunofluorescéncia indireta. A barra vertical indica a variagéo nas medidas

Figura suplementar 3. Intensidade de fluorescéncia da proteina p21 (em verde)
nas células-tronco mesenquimais (n=4) em passagem 5 e passagem 10,
analisadas por imunofluorescéncia indireta. Marcacao dos nicleos com DAPI

(em azul). (A) controle negativo usando anticorpo secundario; (B) célula-tronco
mesenquimal 80 em p5; (C) célula-tronco mesenquimal 80 em p10; (D) célula-tronco
mesenquimal 81 em p5; (E) célula-tronco mesenquimal 81 em p10; (F) célula-tronco
mesenquimal 83 em p5; (G) célula-tronco mesenquimal 83 em p10; (H) célula-tronco
mesenquimal 84 em p5; (1) célula-tronco mesenquimal 84 em p10



Comparacdo da progressao da senescéncia em células mesenquimais de parede de cordao umbilical humano

Monitoramento por citometria de fluxo de p21, mas
nao de p16, é comparavel ao Western blotting
Comparando a técnica de citometria de fluxo com WB,
foi possivel observar que a expressdo da proteina p21
por citometria de fluxo apresentou comportamento
semelhante (Figura 5) a andlise feita por WB. Por outro
lado, a expressao de p16 nao mostrou os resultados es-
perados (Figura suplementar 4). Além disso, como a
quantidade de células necessarias para a andlise por ci-
tometria de fluxo foi maior do que para IFI, uma quarta
amostra, que apresentou taxa de proliferagao na passa-
gem 10 ja muito baixa, ndo permitiu que essa analise
fosse feita.
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Figura 5. Intensidade média de fluorescéncia da proteina p21 nas células-tronco
mesenquimais (n=4) em passagem 5 e passagem 10, analisadas por citometria
de fluxo. A barra vertical indica a variagao nas medidas
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Figura suplementar 4. Intensidade média de fluorescéncia da proteina p16 nas
células-tronco mesenquimais (n=4) em passagem 5 e passagem 10, analisadas
por citometria de fluxo. A barra vertical indica a variagao nas medidas

DISCUSSAO

Para efetuarmos uma comparacao adequada das duas
técnicas, IFI e citometria de fluxo, com WB, foram utili-
zadas células da mesma cultura de cada um dos cordoes,
e as comparacdes foram efetuadas simultaneamente.
Apesar de ser ainda um estudo preliminar, os resultados
indicaram que fazer o acompanhamento dos niveis de

pl6 em laminas de IFI cultivadas em paralelo com cada
amostra ¢ uma abordagem interessante de seguimento
de culturas de CTM. Essas culturas sao de longa du-
racdo, com numero significativo de passagens para al-
cancar a expansao necessaria no nimero de células, e
a andlise em paralelo da evolucao da cultura permite
identificar aquelas CTM com maior risco de entrar em
senescéncia replicativa.

Analisamos também a proteina p21, mas os resul-
tados mostram que, mesmo na citometria de fluxo, o
perfil dos dados seja comparével ao padrao-ouro WB,
a necessidade de maior namero de células extraidas di-
retamente da cultura, e nao de uma laminula cultivada
em paralelo (no caso da IFT), torna a pratica mais difi-
cultada. Além disso, ja foi descrito, em outras células,
que os niveis de p21 diminuem gradualmente, a medida
que os niveis de p16 aumentam.®1% Isso provavelmente
decorre do fato do controle funcional dessa proteina se
dar primordialmente pelo nivel de fosforilacao e pela
compartimentalizacdo intracelular nas diversas fases
do ciclo celular. Varias semanas ap0s as culturas de fi-
broblastos humanos atingirem a senescéncia, os niveis
de p21 diminuem gradualmente, conforme os niveis de
pl6 aumentam.®!) Esses achados, e o fato de que o
p21 nao € induzido em células senescentes, deficientes
em p53, e que tém tempo de vida replicativa prolonga-
do,®2) sugerem que o p53 inicia a inibicao dessa repli-
cacao celular, pelo menos em parte, induzindo p21. O
aumento subsequente em pl6, entdo, age para manter
a parada do crescimento celular, levando a senescéncia.
Assim, mesmo sendo o p21 um marcador de envelhe-
cimento celular, seu monitoramento termina por ser
mais complexo e fora do escopo desse nosso estudo.
Por outro lado, a observacao dos niveis de p21 por ci-
tometria de fluxo, empregando também anticorpos que
medem o grau de fosforilacao da proteina, pode tornar
0 monitoramento da progressao da senescéncia celular
com p21 de utilidade para o pesquisador.

Ha4 limitacoes claras em nosso estudo, pois foram
testadas apenas quatro amostras de um unico tipo de
tecido e seria importante compara-las com outras CTM,
por exemplo, de medula 6ssea e de tecido adiposo, para
validar essa estratégia muito pratica de avaliar a pro-
gressao da senescéncia nas culturas. Tradicionalmente,
as células tém sua validacao em termos de qualidade,
marcadores celulares e capacidade proliferativa feita
em passagens baixas (passagens 4 ou 5), e, nas fases fi-
nais prévias a aplicacao terapéutica, sao feitos apenas
os controles microbioldgico e citogenético. O grau de
senescéncia, ou seja, a capacidade de proliferacido das
células ndo € avaliada antes da aplicacao terapéutica.
Assim, acreditamos ser possivel fazer o seguimento do
aumento intracelular de p16 nas etapas de expansao das
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culturas com vistas a terapia celular. Esse seguimento
pode ser util para avaliar melhor a efetividade das cé-
lulas do doador, que, ao lado dos fatores inerentes aos
receptores, como a idade e o tipo e gravidade da doenca
de base, impactam no sucesso da terapia com CTM.

CONCLUSAO

O seguimento de culturas celulares, por meio da imu-
nofluorescéncia indireta de p16, permite identificar as
culturas de células-tronco mesenquimais em risco de
atingirem a senescéncia replicativa.
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