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RESUMO

A placenta é um 6rgdo essencial no desenvolvimento embrionario e
fetal. Este 6rgdo contém varios tipos de células, entre as quais diferentes
populacdes de células-tronco ou progenitoras, tais como as células-
tronco mesenquimais (CTM), células-tronco hematopoéticas (CTHS) e
trofoblasticas. O objetivo deste trabalho foi estudar a organizacdo do
nicho molecular de células-tronco no tecido da placenta humana a
termo. Para isto, foram utilizadas técnicas histoldgicas, histoquimicas,
imuno-histoquimicas e de microscopia eletrénica de transmissdo (MET).
As técnicas de coloracdo histologica empregadas nas amostras do tecido
tiveram como objetivo identificar, principalmente, as caracteristicas
estruturais das vilosidades coridnicas (VC) e da decidua basal (DB). A
técnica de coloracdo de Hematoxilina e eosina proporcionou uma visdo
geral do tecido placentario, de modo a permitir a identificacdo dos
elementos teciduais da placenta. A técnica de coloracdo azul brilhante
de Coomassie foi utilizada para identificar a presenca de proteinas totais
neste tecido. Outro teste utilizado foi Azul de toluidina (ATO) para
identificar a presenca de polissacarideos acidos, através da reacdo de
metacromasia. As amostras, contendo o tecido placentério, reagiram
mais fortemente com o ATO nas regibes do sinciciotrofoblasto, nos
nucleos das células que compfem o estroma e na parede dos vasos
sanguineos das vilosidades coribnicas. Na regido da decidua basal, a
reacdo também foi positiva ao ATO nas células deciduais, porém, na
matriz extracelular esta reacdo foi menos intensa, quando comparada
com as regides do sinciciotrofoblasto e da parede dos vasos sanguineos
das vilosidades coridnicas. Testes realizados com o acido periddico de
Schiff mostraram que a reacdo foi positiva em praticamente todas as
regides das vilosidades, mas houve uma positividade maior na regido do
sinciciotrofoblasto. Com relacdo a decidua basal (DB), a presenca de
polissacarideos neutros também foi confirmada em praticamente todas
as regifes da decidua. A técnica de Mallory revelou que fibras de
colageno estdo presentes em grande parte nas regifes tanto das
vilosidades cori6nicas, bem como, na decidua basal. Esta técnica é
capaz de revelar a presenca dos diferentes tipos coladgenos que estdo
presentes tanto nas vilosidades coribnicas quanto na decidua basal,
porém, sem a identificagdo de quais sdo 0s tipos presentes neste tecido.
A técnica de imuno-histoquimica empregada no tecido da placenta teve
como objetivo avaliar a expressdo dos marcadores CD73, CD105 e
CD34, bem como, o perfil de expressdo do coladgeno do tipo I,
fibronectina e laminina na matriz extracelular (MEC). O perfil expresso



pelos marcadores CD73", CD105" e CD34" na superficie da membrana
das células, e pelas moléculas de MEC como o colageno do tipo I, a
fibronectina e a laminina, se mostrou positivo. Estes resultados nos
mostram que as CTMs tem uma disposi¢do na regido das vilosidades
coribnicas, em associacdo com moléculas de laminina e de colageno. A
fibronectina se expressa nas vilosidades coribnicas sempre com
associacdo a lamina basal e perivascularmente. No sinciciotrofoblasto as
CTM se associam proximas as células CD34" com caracteristica de
CTH. As analises ultraestruturais demonstraram plena atividade
metabdlica e de células que organizam a placenta, tanto
bioquimicamente quanto metabolicamente, sugerindo que a placenta,
mesmo a termo, é ainda capaz de produgdes celulares, tanto de CTs
guanto na homeostase do tecido.

Palavras-chave: placenta a termo, nicho, células-tronco e matriz
extracelular.



ABSTRACT

Placenta is an essential organ in the development of the embryo and/or
fetus. It is a readily available material, easy to obtain, and there is no
association between its use and risks for the mother or fetus health. The
organ contains several types of cells, including different populations of
stem cells or progenitor cells, such as mesenchymal stem cells (CTM),
hematopoietic stem cells (CTHSs) and trophoblast. The aim of this work
was to study the molecular niche organization of stem cells in the tissue
of human placenta at term. Therefore, it was possible to use histological,
histochemical and immunohistochemical techniques, and also,
transmission electron microscopy (TEM). Histological staining
techniques employed on tissue samples aimed to identify, mainly, the
structural characteristics of chorionic villi (VC) and decidua basalis
(DB). Hematoxylin and eosin stain provided placental tissue overview
in order to enable the identification of placenta tissue elements.
Coomassie brilliant blue staining technique was used to determine the
presence of total protein in the tissue. Results showed the placental
tissue structures as a whole. Another test performed was toluidine blue
(ATO) to identify the presence of acidic polysaccharides by
metachromasia reaction. Samples with placental tissue reacted more
strongly to the ATO in regions of syncytiotrophoblast, cells nuclei
comprising the stroma and blood vessels wall of the chorionic villi. In
the basal decidua region, there was also a positive reaction to ATO.
However, it was less intense when compared to the regions of
syncytiotrophoblast of chorionic villi of tissue. Tests performed with
periodic acid of Schiff showed that the reaction was positive in virtually
all regions of the villi, but there was a greater positivity in the
syncytiotrophoblast region. With respect to basal decidua (DB), the
presence of neutral polysaccharides was also confirmed in practically all
regions of decidua. Mallory technique revealed that collagen fibers are
present largely in the areas of both chorionic villi and basal decidua.
That technique can reveal the presence of different collagen types that
are present in both chorionic villi and basal decidua; however, without
identifying which types are present in the tissue. The
immunohistochemical technique employed in placental tissue aimed to
evaluate the markers expression: CD73, CD105 and CD34, as well as
the expression profile of collagen type I, fibronectin and laminin in the
extracellular matrix (MEC). Profile expressed by markers CD73",
CD105" and CD34" on cells membrane surface and MEC molecules
such as collagen type I, fibronectin and laminin showed in a positive



way. These results show that CTMs have a disposition in the region of
chorionic villi in association with molecules of laminin and collagen.
Fibronectin is expressed in chorionic villi always associated with basal
lamina and perivascularly. In the Syncytiotrophoblast, CTM associate
close to CD34" cells with CTH characteristics. Ultrastructural analysis
presented full metabolic activity and cells that organize the placenta
both biochemically and metabolically, suggesting that the placenta even
at term is still capable of cells production not only of CTs, but also for
tissue homeostasis.

Key words: placenta at term, niche, stem cells and extracellular matrix.
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1. INTRODUCAO
1.1 PLACENTA

A placenta é um 06rgdo de tecidos materno-fetal, altamente
vascularizado, que desempenha importantes fungbes para a manutencao
da gravidez e promocdo do desenvolvimento do feto, como: a)
transferéncia de produtos entre a mae e o feto em ambas as direcdes, tais
como gases, nutrientes e eletrélitos, anticorpos maternos, produtos de
excrecdo; b) metabolismo, pois sintetiza glicogénio, colesterol e 4cidos
graxos que servem como fonte de nutrientes e energia para 0
embrido/feto particularmente na fase inicial da gravidez; c) sintese e
secrecdo de hormonios proteicos (tais como a Gonadotrofina Coriénica
humana, a somatotrofina coriénica humana ou lactogénio placentario
humano, a tireotrofina coribnica humana) e esteréides (MOORE &
PERSAUD, 2008; GARCIA & FERNANDEZ, 2012).

Este 6rgdo comeca a se desenvolver dentro de poucos dias apds
a fertilizacdo e é fundamental para o desenvolvimento e sobrevivéncia
do feto durante a gestagéo. A placenta também atua como o pulmé&o, rim
e sistema digestivo para o feto em desenvolvimento e protege o feto da
infecdo durante o desenvolvimento (PAROLINI et al., 2008).

A placenta é considerada um 6rgao materno-fetal por possuir
dois componentes: uma porgao fetal e uma porcdo materna. A parte fetal
é derivada do cérion viloso, enquanto que a parte materna € originada de
uma porcao do endométrio uterino chamada de decidua basal (MOORE
& PERSAUD, 2008).

O cérion é um conjunto de tecidos derivado do citotrofoblasto,
sinciciotrofoblasto e mesoderma extra-embrionario, sendo estruturas
extra-embriondrias que se organizam durante a implantacdo do
blastocisto no endométrio uterino, formando a parede do saco coridnico.
A partir do final da 2° semana ocorre a formagéo de vilosidades em toda
a extensdo do cdrion. O saco coridbnico permanece recoberto por
vilosidades coridnicas até o inicio da 8° semana. Com o
desenvolvimento do embrido e do saco coridnico, permanecem somente
as vilosidades coribnicas associadas a por¢do do endométrio uterino (a
decidua basal) que ir4 participar da placenta, formando o cérion viloso
(porcéo fetal da placenta). Neste local, durante o resto da gestacdo, as
vilosidades da placa coridnica aumentam em nlUmero, se ramificam,
crescem e tonam-se vascularizadas (MOORE & PERSAUD, 2008;
SCHOENWOLF et al., 2009).
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A decidua refere-se a camada funcional do endométrio
gravidico que se separa do restante do Utero ap06s o parto. A porc¢do da
decidua que fica associada ao cérion viloso é chamada de decidua basal
(porcdo materna da placenta). Esta decidua consiste de uma camada
compacta de células grandes, chamadas de células deciduais, de
diferentes origens, em conjunto com a matriz extracelular abundante
abundante. Estas células contém grandes quantidades de lipidios e
glicogénio acumulados no citoplasma (MOORE & PERSAUD, 2008;
SCHOENWOLF et al., 2009). As mudancas celulares e vasculares que
acontecem no endométrio durante a implantacdo do blastocisto &
chamada de reacdo decidual (MOORE & PERSAUD, 2008).

Durante a formagdo da placenta, as vilosidades que se
desenvolvem a partir da placa coridnica invadem a decidua basal
fazendo com que o tecido da decidua sofra erosdo, aumentando 0s
espacos entre as vilosidades (espagos intervilosos). Esse processo de
erosdo produz varias areas cuneiformes na decidua basal, denominados
de septos deciduais (ou placentarios) que se projetam nos espacgos
intervilosos, mas ndo alcangam a placa coribnica, fazendo com que o
contato entre os espacos intervilosos nos diversos coltilédones seja
mantido. Os septos deciduais dividem a parte fetal da placenta em areas
convexas irregulares denominadas de cotilédones. Cada cotilédone ¢
formado por duas ou mais vilosidades tronco e seus indmeros ramos
(Figura 1) (MOORE & PERSAUD, 2008; SCHOENWOLF et al.,
2009).

Como resultado do crescimento continuo do feto e da expansédo
do uatero, a placenta também aumenta de tamanho. A placenta
totalmente desenvolvida cobre de 15% a 30% da superficie interna do
utero (MOORE & PERSAUD, 2008). No inicio do segundo trimestre, a
relacédo entre o peso da placenta e a do feto € 1:1 e, ao final da gestacéo,
esta relacdo é de aproximadamente 1.6 (ADAIR & THELANDER,
1925; WALKER, 1954).
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%/
Vilosidades

Figura 1. Desenho esquematico de uma seccdo transversal de uma placenta,
com destaque para as regides de estudos, como as vilosidades e a decidua basal
(Hustracdo modificada). Adaptado de Callen PW. Ultrasonography in
Obstetrics and Gynecology. 4th ed.

1.1.1 Placenta a Termo

A placenta a termo apresenta uma forma variavel,
predominando, entretanto, a forma discoidal e a ovalar. Tem um
didmetro que oscila entre 15 a 20 cm e a sua espessura &,
aproximadamente, de 1,5 a 3,0 cm. Seu peso varia, em média, de 400 a
600g ao nascimento. A face materna da placenta é constituida de 15 a 20
cotilédones de tamanho varidvel. Os cotilédones apresentam uma
consisténcia mole, esponjosa e estdo separados entre si por sulcos
irregulares — os sulcos intercotiledonarios — que correspondem aos
septos deciduais (SARWEY, 1938; BENIRSCHKE, 1961).

A placenta apresenta as faces materna e fetal bem distintas. O
aspecto caracteristico da face materna da placenta é causado pelos
cotilédones, os quais sdo separados por sulcos. A superficie dos
cotilédones é recoberta por delgados fragmentos acinzentados da
decidua basal que se separam da parede uterina quando a placenta é
expulsa. Esses fragmentos de tecido sdo reconheciveis em cortes de
placenta examinados ao microscopio. A maior parte da decidua é
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temporariamente retida no Utero e eliminada com o sangramento uterino
(MOORE & PERSAUD, 2008).

O exame pré-natal da placenta, por ultrassom ou por
ressonancia magnética, ou apds o nascimento, pelo estudo macro e
microscopico, pode dar informacfes clinicas sobre as causas de
disfungcdo placentaria, sofrimento e morte fetal e doenca neonatal.
Estudos da placenta também podem determinar se ela estd completa. A
retencdo de um cotilédone ou de uma placenta acessoria no Gtero pode
causar hemorragia uterina grave (MOORE & PERSAUD, 2008).

A face fetal da placenta é lisa, brilhante e de cor cinza-azulada
clara. A superficie fetal é inteiramente coberta pelo d&mnio, através do
qual se observam as ramificagGes dos vasos umbilicais (WOODLING et
al., 1976). O amnio esta intimamente unido ao cérion e funde-se a ele
junto a borda da placenta. Nas placentas a termo nota-se nas bordas, sob
as membranas, um anel fibroso e, sob o coérion, encontram-se depdsitos
esparsos de fibrina sob a forma de noédulos ou placas brancas de
dimensoes variaveis (HAMILTON et al., 1964).

A placenta humana a termo representa uma fonte atraente de
célula-tronco, devido a sua pronta disponibilidade, o seu facil acesso,
sem procedimentos invasivos, e ndo envolve também, as questdes
religiosas e éticas.

1.1.2 Placenta humana como fonte de células-tronco

A placenta humana, além de ser fundamental no
desenvolvimento e nas trocas de hormdnios e nutrientes com o feto,
também € uma fonte importante de células-tronco/progenitoras
(PAROLINI et al., 2008).

A placenta é o primeiro 6rgdo formado no desenvolvimento
humano e contém varios tipos de células originarias de diferentes
regides do blastocisto. Este 6rgdo possui diferentes populagdes de
células-tronco e progenitores, tais como as mesenquimais, as
hematopoéticas e as células trofoblastica (MIKI et al. 2007).

A placenta desperta grande interesse dos biologistas celulares,
uma vez que este 6rgdo é rico em células-tronco e seus progenitores.
Uma célula-tronco é definida como uma célula que tem a capacidade de
auto-renovacao e que pode diferenciar e originar (células filhas) de uma
ou mais camadas germinativas. As células-tronco sao classificadas como
totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. A célula-tronco mais
primitiva, com a maior capacidade de se diferenciar, é a célula
totipotente (MITALIPOV & WOLF, 2009). Esta célula ocorre a partir
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da primeira divisdo do zigoto e tem a capacidade para formar um
organismo inteiro. Uma vez que estas células totipotentes comecam a se
dividir, originando o embrido e a placenta. O embrido quando atinge a
fase de 32 células, conhecido como morula, as células que perderam a
sua totipoténcia se transformam em células pluripotentes (MITALIPOV
& WOLF, 2009, WITKOWSKA-ZIMNY & WROBEL, 2011). Estas
células pluripotentes contribuem para a formacgdo das trés camadas
germinais no embrido em desenvolvimento, a endoderme, a mesoderme
e a ectoderme. As células-tronco com capacidade limitada de
diferenciacdo sdo conhecidas como células-tronco multipotentes e
podem diferenciar-se em varios tipos de células dentro da mesma
camada germinativa. Células-tronco multipotentes estdo comprometidas
com um érgdo ou um tecido especial e sdo células-tronco mais maduras
(WITKOWSKA-ZIMNY & WROBEL, 2011).

Estudos mostram que as células-tronco mesenquimais (MSCs)
derivadas da placenta podem ser facilmente isoladas e expandidas sem
alteragdes morfoldgicas, no meio suplementado apenas com FBS. Com
isso, a placenta pode ser uma fonte atraente de MSCs (GROZA et al.,
2010).

Atualmente ha um grande interesse na utilizagdo da placenta
humana como fonte alternativa de CTs. Uma opcéo para sua utilizacéo é
na medicina regenerativa, principalmente em razdo da plasticidade
fenotipica demonstrada pelas CTMs isoladas da placenta. Outra
vantagem para a sua utilizacdo é com relacdo a disponibilidade, a
facilidade de obtengéo da mesma ap6s o parto e a quantidade de material
disponibilizado. Além disso, na utilizacdo da placenta ndo ha
implicagdes de ordem ética e religiosa. Portanto, no futuro, ela também
podera ser utilizada para terapia celular, seja para utilizagdo autogénica
ou alogénica (PAROLINI et al., 2008).

Células originarias da placenta tém um potencial de
diferenciacdo similar & CTMs. Este 6rgdo é uma grande fonte de
CTMs. Os resultados iniciais mostram que estas células ndo s6 podem
ser importantes para uso terapéutico, bem como, uma fonte alternativa
de CTs para a pesquisa basica. Mais estudos sdo necessarios para
melhor entender & natureza das células da placenta e também explorar
uma potencial aplicacdo clinica (ZONGNING et al., 2006).

Trabalhos realizados (ALVAREZ-SILVA et al., 2003; ANKER
et al., 2004; GEKAS et al., 2005; MIKKOLA et al., 2005; CHIEN et
al., 2006; YEN et al., 2008; ) descrevem que as CTs sdo produzidas na
placenta durante o desenvolvimento, permanecendo mesmo ap6s 0
nascimento. Entretanto, poucos trabalhos descreveram a organizacdo
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molecular do nicho organizador de CTs neste tecido. Estudos sugerem
gue a capacidade de atuar como nicho, pelo menos para CTHSs, deriva da
producdo local de fatores hematopoéticos (GEKAS et al., 2005; LI,
2005; MIKKOLA et al., 2005). A manutencdo do nicho de CTs na
placenta com relacdo a organizacdo das fibras de coladgeno e outras
moléculas também é pouco estudado.

O presente trabalho tem como objetivo a longo prazo,
compreender melhor a organizacdo molecular do nicho organizador de
CTs neste tecido, bem como, apliar ainda mais os conhecimentos ja
existentes e mostrar que a placenta humana é uma importante fonte de
células-tronco.

Portanto, mais estudos sdo necessarios para melhor
compreender a natureza exata das células derivadas da placenta e
também, poder explorar as suas potenciais aplicagbes clinicas (GROZA
etal., 2010).

1.2 CELULAS-TRONCO
1.2.1 Definicéo

A definicdo de célula-tronco (CT) segundo VERFAILLIE
(2002) ¢é baseada em trés principais caracteristicas: 1) a capacidade de
auto-renovacao ilimitada, possibilitando a geracdo de no minimo uma
célula-filha com caracteristicas similares as da célula-mae; 2) o
potencial para diferenciacdo em outras linhagens celulares, tais como
cardiomidcitos, hepatocitos, ilhotas pancreaticas e células nervosas e 3)
a capacidade de reconstruir funcionalmente, in vivo, um tecido lesado.

Estas caracteristicas ja foram descritas, por exemplo, para as
células-tronco hematopoéticas (CTHSs), células-tronco embrionarias
(CTEs) e células-tronco mesenquimais (CTMs). E importante destacar
gue a auto renovacdo das células-tronco pode ocorrer através de duas
vias: a) divisdo simétrica, quando ha apenas geracdo de novas CTs
mantendo um pool constante de CT e b) divisdo assimétrica, no qual
podem ser geradas tanto novas CTs, bem como, células progenitoras
(CP) ja comprometidas fenotipicamente (SANDERS et al., 2006).

Acredita-se que células-tronco presentes nos diferentes tecidos
tenham papel regenerativo quando estes sofrem uma lesdo (BLAU et al.,
2001; FODOR, 2003).
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1.2.2 Classificacdo das células-tronco

As CT podem ser classificadas em duas categorias, de acordo
com seu estagio de desenvolvimento: em CTEs e células-tronco adultas
(CTAs). As CTEs sdo definidas por sua origem, sendo derivadas da
massa celular interna do embrido no estagio de blastocisto. Por outro
lado, as CTAs mais facilmente disponiveis sdo as CTHs e, como
principais fontes, tem-se a medula 6ssea e o sangue do corddo umbilical
(KIRSCHSTEIN & SKIRBOLL, 2001; PRANKE, 2004).

As células-tronco ainda podem ser classificadas quanto ao seu
potencial de diferenciacdo e plasticidade, ou seja, o potencial de
formacédo de diferentes tipos de células maduras. Assim, essas CT sdo
classificadas em totipotentes, pluripotentes e multipotentes
(CAMASSOLA et al., 2012). Células totipotentes sdo CT capazes de
gerar todos os tipos de células, isto é, dar origem a um organismo
inteiro, incluindo membranas extra-embriondrias e placenta. Uma célula
é dita pluripotente quando é capaz de se diferenciar e gerar células das
trés camadas germinativas.

As CTEs sdo classificadas como pluripotentes (SOLTER,
2006), pois mesmo sendo possivel obter um embrido e camundongos
adultos das CTEs, estas ndo podem derivar as membranas extra-
embriondrias e placenta (NAGY et al, 1993). Quanto as células
multipotentes, estas possuem a capacidade de se diferenciar em
maltiplos tipos celulares, mas s&o restritas a uma Unica camada
germinativa (TALENS-VISCONTI et al., 2006; SNYKERS et al.,
2007).

As células multipotentes geram tipos celulares especificos de
determinados tecidos do embrido e, em alguns casos, do adulto. Por
outro lado, tem-se atribuido que CTs de adultos possuem menor
potencial de diferenciacdo fenotipica. Entretanto, trabalhos recentes
demonstram que a transdiferenciacéo é possivel e pode, inclusive, fazer
parte de sua fisiologia (AVOTS et al., 2002; EGUSA et al., 2005;
ABEDI et al., 2007). Essa classificacdo estd em constante mudanga com
0s avangos das pesquisas na area.

1.2.2.1 Células-tronco embrionérias

As CTEs formam-se da massa celular interna do blastocisto.
Estas células foram isoladas pela primeira vez em 1981 (EVANS &
KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981), quando a massa interna de células
do blastocisto de camundongos foi cultivada sobre uma camada de
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fibroblastos de embrido de camundongo, e mantido por um meio de
cultura convencional complementado com soro fetal bovino. A adi¢do
de uma citocina chamada Fator Inibitério de Leucemia (LIF)
possibilitou o cultivo das CTE sem que elas perdessem seu estado
indiferenciado, permitindo o cultivo de CTE em maiores proporcdes
(SMITH et al., 1988; WILLIAMS et al., 1988). Finalmente em 1998, foi
estabelecida a primeira linhagem de CTEs humanas (THOMSON et al.,
1998).

E conhecido que o transplante de CTE indiferenciadas leva a
formac&o de teratomas. Portanto, a pré-diferenciacéo e a purificacdo das
células sdo etapas essenciais para sua utilizagdo em terapia celular
(KLUG et al., 1996). O uso terapéutico das CTEs tem limitagcdes como a
geracdo de uma quantidade de células suficientes para transplante, e
ainda € preciso determinar a melhor maneira de aplica-las, e como evitar
a rejeicao pelo sistema imunolégico do paciente (ROBERTSON, 2001).

1.2.2.2 Células-tronco adultas

Células-tronco adultas (CTAs) sdo mais raras e podem ser
originarias de uma variedade de tecidos como, por exemplo, cérebro,
pele, muasculo esquelético, sangue e polpa dentaria (PRESNELL,
PETERSEN & HEIDARAN, 2002; SPRADLING, DRUMMOND-
BARBOSA & KA, 2001; JIANG et al., 2002). No entanto, a fonte mais
caracterizada de células-tronco adultas € a medula éssea (ABUMAREE
et al., 2013). Ela possui uma populagdo de diferentes tipos celulares,
incluindo  células-tronco  hematopoéticas, fibroblastos, células
endoteliais e adipdcitos. Além desses tipos de células, a medula 6ssea
também contém um conjunto de células-tronco ndo hematopoéticas com
potencial para vérias linhagens. Essas células-tronco sdo chamadas de
células estromais mesenquimais (CTMs) (DEANS & MOSELEY, 2000;
BIANCO & GEHRON, 2000). Na espécie humana, células que
apresentam o marcador de membrana plasmatica CD34" tém sido
utilizadas em tratamentos médicos e na pesquisa, como a principal fonte
de CTHs tanto no transplante de medula 6ssea. Clinicamente, as células
CD34" tém importante papel nos enxertos para recomposicio de
atividade hematopoética na medula 6ssea. Geralmente sua utilizacdo é
feita ap6s procedimentos quimio efou radioterapicos, em diversas
patologias, como leucemias, imunodeficiéncias e doengas autoimunes,
sendo uma ferramenta terapéutica importante na reconstituicdo
hematopoética (GUNSILIUS et al., 2001; WU et al., 2008).

Foi demonstrado que na placenta ocorre a producdo de CTHs
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durante o desenvolvimento embrionario (ALVAREZ-SILVA et al.,
2003), possibilitando a sua utilizacdo como um tecido hematopoético.
Na medula 6ssea, além das CTHSs ela contém uma populagdo de CTs
aderentes ao plastico de cultura, capaz de induzir a hematopoese e de
originar diferentes linhagens celulares, incluindo adipdcitos, ostedcitos,
condrécitos, midcitos e astrocitos (JIANG et al.,, 2002; TOCCI &
FORTE, 2003). Estas células tém sido denominadas CTMs e foram
isoladas de uma variedade de tecidos adultos incluindo figado, medula
Ossea, polpa dentéria, tecido adiposo, endotélio, musculo, fluido
amnidtico, placenta e corddo umbilical (GRONTHOS et al., 2011;
TANAKA & MIYAIJIMA, 2012).

Tem sido demonstrado que CTMs humanas obtidas de medula
0ssea, placenta ou corddo umbilical, podem ser expandidas em cultura
de células e originar, in vitro e in vivo, além das linhagens
mesenquimais, mesoderme visceral, neuroectoderme e endoderme
(COVAS et al., 2003; ROMANOV et al., 2003; LEE et al., 2004). Estas
células expressam marcadores genéticos de CTEs, como Oct4, Rex-1 e
SSEA-1, e apresentam extensiva proliferacdo e potencial de
diferenciacdo em mdltiplas linhagens em ensaios  clonais
(POCHAMPALLY et al., 2004; YEN et al., 2008). Os autores nédo
observaram indicios de anormalidades citogenéticas, bem como fusdo e
transformacdo celular, isto €, uma metaplasia que é uma alteracdo
reversivel quando uma célula adulta, seja epitelial ou mesenquimal, é
substituida por outra de outro tipo celular. Deste modo, sugere-se que
CTs de tecidos especificos possam sofrer reprogramagdo genética in
vitro e in vivo desde que estimulados.

Uma alternativa para obtengdo de CTHs e CTMs tem sido o
corddao umbilical de recém-nascidos (BARKER & WAGNER, 2002;
LEE et al., 2004). O uso de CTs obtidas de corddo umbilical, além de
representar uma op¢do para quem ndo tem doador compativel, ainda
reduz em até 50% as chances de rejei¢do. A desvantagem deste tipo de
transplante é que ele s6 pode ser feito em criangas ou adultos com baixa
massa corporal, até 40 kg, devido a baixa quantidade de CTs presentes
no tecido, podendo ndo haver reconstituicdo adequada da medula do
paciente (MINEGISHI et al., 2001; BARKER & WAGNER, 2002;
COHEN & NAGLER, 2004; TSE & LAUGHLIN, 2005).

Em 2000, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) inaugurou o
Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentario (BSCUP) e, em
setembro de 2004, o Ministério da Saude lancou oficialmente o Brasil
Cord, uma rede nacional de armazenamento de sangue de corddo
umbilical, através da rede Sistema Unico de Saude (SUS), visando
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aumentar as chances de localizacdo de doadores para os pacientes que
necessitam de transplante de medula Gssea em territorio brasileiro
(SORAYA et al., 2012).

1.2.2.3 Terapia celular com células-tronco adultas

No individuo adulto, diferentes tecidos possuem a capacidade
de renovacdo ou ao menos de reparacao total ou parcial, por exemplo, a
epiderme e o0 sangue estdo constantemente se renovando enquanto
outros tecidos como o hepatico podem ser reparados por completo,
enquanto outros, como os tecidos nervoso e muscular, apresentam um
potencial reduzido de reparagdo. Este potencial estd relacionado a
presenca nestes tecidos de células-tronco que séo as responsaveis pela
reparacdo, proliferacdo e a capacidade de se diferenciar, nos diferentes
tipos celulares encontrados nos tecidos de um individuo adulto, as
chamadas células-tronco adultas. Dentre estas, podemos destacar as
células-tronco hematopoéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais
(CTM) (BYDLOWSKI et al., 2009).

As células-tronco sdo células indiferenciadas, apresentam uma
série de caracteristicas que as tornam candidatas a utilizagéo terapéutica.
As principais caracteristicas das células-tronco, como mencionado
acima, possuem a capacidade de auto-renovacdo e de se diferenciarem
em diversos tipos celulares. Assim podemos acreditar podemos acreditar
que CTs presentes nos diferentes tecidos tenham papel regenerativo
guanto estes sofrem algum tipo de lesdo. Entre os tecidos conhecidos
por apresentarem CTs apds o nascimento, a medula dssea foi a mais
estudada, por muito tempo como fonte tanto células-tronco
hematopoéticas como de células-tronco mesenquimais (BYDLOWSKI
et al., 2009).

Outro tecido que pode ser destacado como uma importante
fonte de céluas-tronco é a placenta humana a termo por apresentar uma
série de vantagens na sua utilizacdo, entre as quais, a presenca de
células-tronco  hematopoéticas, estas presentes desde o seu
desenvolvimento, bem como, de células-tronco mesenquimais. Outras
vantagens como a disponibilidade, & facilidade de obtengdo da mesma
apos o parto e a quantidade de material disponibilizado. Com todas estas
vantagens apresentadas a placenta podera ser utilizada como fonte de
células-tronco para a terapia celular (PAROLINI et al., 2008).

A terapia com CTHs é uma das modalidades de terapia celular
gue mais tem conseguido eficacia ao longo dos anos no tratamento de
doengas malignas e benignas em criangas e adultos. O transplante de
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medula 0ssea, por exemplo, é rotineiramente usado no tratamento de
linfomas e leucemias e certas condicbes ndo malignas, como
imunodeficiéncias congénitas. O transplante de CTHs pode ser
singénico (as células recebidas sdo de um irmdo gémeo, geneticamente
idénticas as do receptor) ou alogénico (as células transplantadas nédo sdo
geneticamente idénticas as do receptor). Os transplantes autélogos séo
os realizados com células do prdprio receptor (SILVA JUNIOR et al.,
2009).

Os transplantes alogénicos guardam o risco de desencadearem
uma reacao enxerto versus hospedeiro, na qual linfocitos transplantados
geram uma resposta imune contra os tecidos do receptor. Em certos
casos, como no tratamento de neoplasias, essa reagcdo aumenta a
eficiéncia do tratamento na medida em que os linfécitos transplantados
atacam as células neoplasicas remanescentes no receptor "enxerto versus
neoplasia” (SILVA JUNIOR et al., 2009).

Células-tronco é um dos elementos mais importantes na
medicina regenerativa por causa de sua capacidade de auto-renovacao,
proliferacdo, bem como a diferenciacdo em linhagens celulares
especificas. Com base em sua fase de crescimento, as células-tronco
podem ser classificadas em células-tronco embrionéarias (CTE) e células-
tronco adultas (CTA). As CTE podem ser derivadas a partir de células
totipotentes do embrido de mamifero e sdo capazes de proliferacéo
ilimitada, in vitro (MORRISON et al., 1997).

A compreensdo detelhada de como a escolhe entre a auto-
renovacdo da célula-tronco e o inicio da diferenciacdo é determinada,
pode facilitar a expressdo da populacdo de células-tronco em cultura,
enquanto mantendo ao mesmo tempo as caracteristicas principais das
células-tronco. Este é o primeiro passo para aproveitar o potencial das
células-tronco adultas para substituicdo de tecidos e também, na terapia
génica (JONES & FULLER, 2009).

Células-tronco adultas podem ser encontradas em Vvarios
tecidos, incluindo o sangue do corddo umbilical, que possuem a
capacidade de manter e reparar o tecido (CAPLAN, 2007). A CTE
humana é capaz de manter o potencial para formar todas as trés
camadas germinativas (endoderme, mesoderme e ectoderme)
(THOMSON, 2007). No entanto, o uso de CTE encontra alguns
problemas relacionados a questfes, como a rejei¢do das CTE, o risco de
formag&o de tumores bem como as questfes de ordem ética e religiosa
(HIPP & ATALA, 2008; PREYNAT-SEAUVE & KRAUSE, 2011). As
CTMs sédo células-tronco adultas geralmente usadas na medicina
regenerativa e elas podem ser isoladas a partir da medula Gssea
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(CRISAN et al., 2008).

Estas CTMs apresentam propriedades multipotentes, podem se
diferenciar em diferentes tipos de células tais como o mdsculo
(WAKITANI et al., 1995), da cartilagem (BARRY et al., 2001) e do
coracdo (TOMA et al.,, 2002). Além disso, CTMs foram também
capazes de diferenciar em células neurais ou epitélios de que ndo séo de
origem mesodérmica (SANCHEZ-RAMOS et al., 2000; PAUNESCU,
et al., 2007). Curiosamente, mesmo as células adultas diferenciadas elas
podem ser reprogramadas em células com estado pluripotente devido a
sua plasticidade e estas células sdo chamadas células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSCs) (AMABILE & MEISSNER, 2009).

Quanto as células-tronco mesenquimais (CTMSs) caracterizam
por ser uma populacdo de células multipotentes capazes de se
diferenciar e produzir diferentes tipos de células necessarias num
processo de reparacdo, como exemplo, os hepatdcitos, os neurénios, as
epiteliais, cardiacas, e outros tipos celulares (PITTENGER et al., 1999).
As CTMs apresentando esta caracteristica de plasticidade levam a
sugerir que esse tipo celular € o responsavel pela manutencdo de todos
os tecidos do organismo (CAPLAN, 2009). Estas células tornaram-se
alvo de inmeras pesquisas em todo o mundo por fornecer perspectivas
clinicas para o uso dessas células na terapia celular.

Placenta é uma fonte de MSCs com vérias vantagens, incluindo
facil isolamento, sem procedimentos invasivos, baixo risco de infeccao
viral (HEMBERGER et al., 2008; PAPPA & ANAGNOU, 2009). A
placenta humana é composta de tecidos fetais e maternos (PAROLINI et
al., 2010). Ela possui CTHs e principalmente CTMs, e células-tronco
epiteliais que foram obtidas a partir de vérias partes da placenta,
incluindo o sangue do corddo umbilical, (BROXMEYER et al., 2006;
MCNIECE et al., 2002) do fluido amniético, (BOSSOLASCO et al.,
2006; ROUBELAKIS et al, 2007) da geleia de Wharton,
(KARAHUSEYINOGLU et al.,, 2007; WANG et al, 2004) da
membrana amniética, (MARCUS et al., 2008; TAMAGAWA et al.,
2007) membrana coriénica, (PORTMANN-LANZ et al., 2006;
SONCINI et al., 2004) da decidua (BARLOW et al., 2008;
STRAKOVA et al., 2008), e as vilosidades coridnicas (IGURA et al.,
2004; CHANG et al., 2007).

A placenta representa uma significativa, valiosa e promissora
fonte de células-tronco. As populagdes de células-tronco derivadas de
tecidos da placenta humana (HEMBERGER et al., 2008) sdo as células
estromais mesenquimais corial e as células trofoblasticas corial, ambas
demonstrando plasticidade variavel (PAROLINI et al., 2008).
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1.3. Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) é uma estrutura complexa
composta de proteinas estruturais como a fibronectina, colagenos,
laminina, elastina, e também de proteinas funcionalmente especializadas
como as citocinas, proteoglicanos, integrinas e fatores de crescimento
(DARLEY et al., 2008). E um componente estrutural de tecidos, com
influéncia também no seu desenvolvimento e na sua fisiologia. Os
tecidos ndo sdo compostos somente de células com sua composicao
interna de filamentos do citoesqueleto, mas também de uma MEC que
elas secretam, e é esta matriz que fornece a sustentacdo aos tecidos
(HYNES, 2009; ALBERTS et al., 2011). A MEC desempenha fungdes
ndo sé de resisténcia estrutural, mas também de suporte para os tecidos e
Orgdos. Participa, também, da organizagdo e coordenacdo das funges
celulares nos tecidos, sendo assim, é através da MEC que ocorrem 0s
processos celulares como a migracdo, a adesdo e 0s processos de
transducdo de sinal que regulam a proliferacdo celular e a expressao
génica nas células de um determinado tecido. Além de todos estes
mecanismos regulatérios da MEC, também estdo envolvidas as
moléculas de adesdo celular, as quais ligam as células com os
componentes da MEC (CHEN et al., 2007).

CASTELLUCCI et al. (1990) mostraram que a MEC,
particularmente o colageno, influencia a sintese de produtos
trofoblasticos. Por exemplo, tem sido relatado que o coldgeno IV dirigi a
diferenciacdo de CTEs de linhagens mesodérmicas em camundongo e
humano (SCHENKE-LAYLAND et al., 2007). A MEC também
desempenha um papel fundamental na arquitetura estromal (DEMIR-
WEUSTEN et al., 2007) e células mesenquimais residentes contribuem
significativamente para a sua producdo. Portanto, evidéncias confirmam
gue a MEC influencia grandemente o comportamento e a funcdo celular
(KOHNEN et al., 1996).

1.3.1 Colagenos

Moléculas de colagenos (COL) pertencem a uma familia de
glicoproteinas fibrosas que ocorrem em todas as células eucariontes
(exceto nos protozodrios), sendo o componente predominante da matriz
extracelular em muitos organismos. Apresentam-se de diversas formas e
sdo encontradas em todos os tecidos animais multicelulares. Cerca de 20
genes codificando formas variantes do colageno necessario para
diferentes tecidos sdo encontrados nos mamiferos. Os coldgenos sdo as
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proteinas mais importantes no 0sso, no tenddo e na pele e constituem
25% do total da massa proteica dos mamiferos, mais do que qualquer
outro tipo de proteina fibrosa (ALBERTS et al., 2011).

Os diferentes tipos de colagenos e suas localizagfes séo: a)
Colégenos fibrilares - Tipos I, 11, 111, V e XI, constituidos por moléculas
que formam fibrilas com estriagdes em diversos tecidos; b) Colagenos
associados a fibrilas — Tipos IX, XII e XIV, estdo associados aos
colagenos fibrilares; ¢) Colagenos de cadeia curta — Tipos VIII e X
fazem parte de matrizes extracelulares especificas; d) Colagenos das
laminas basais — compreendem os varios tipos de moléculas de colageno
conhecido como do Tipo IV; e, e) Outros tipos de colagenos — Tipos VI,
VIl e XIII, formam estruturas especializadas em varios tecidos. O Tipo
VI forma microfibrilas e estdo associados aos colagenos fibrilares; o
Tipo VII forma as fibrilas de ancoragem (MYLLYHARJU &
KIVIRIKKO, 2001).

Moléculas de colageno sdo os maiores componentes estruturais
das membranas fetais, como mostrado nos estudos de extracdo e
caracterizacdo (BURGESON et al., 1976; KANAYAMA et al., 1985),
em como, pela imunohistoquimica (APLIN & CAMPBELL, 1985;
DIEROM & BRYANT-GREENWOOD, 1991; MALAK et al., 1993). E
também um componente da matriz extracelular (AYAD et al., 1994;
PROCKOP & KIVIRIKO, 1995), bem como, associados com outros
componentes da matriz extracelular (YURCHENCO et al., 1994).

A maior resisténcia a tragdo das membranas fetais e placenta se
deve provavelmente pela presenca de colagenos intersticiais, tipo | e Ill,
juntamente com quantidades menores de colagenos do tipo V, VI e VII
na camada compacta abaixo da membrana basal amnidtica (MALAK et
al., 1993). Relatos mostram moléculas de colagenos do tipo | e Il
associados com células citotrofoblasticas (APLIN & CAMPBELL,
1985). O colageno do tipo IV foi identificado em associacdo com estas
células em todos os estudos realizados (APLIN & CAMPBELL, 1985;
DIERON & BRYANT-GREENWOOD, 1991; MALAK et al., 1993).

Na placenta humana, a presenca e a distribuicdo de moléculas
de colagenos, estédo nas diferentes regides do 6rgdo como no amnion, no
cérion e na decidua. Também nestas regides ha presenca de moléculas
como proteoglicanos, integrinas, fibronectinas, lamininas e outras
(BRYANT-GREENWOOD, 1998).

O colageno IV estd geralmente associado com a membrana
basal e a membrana do cérion, mostrando a grande distribuicdo por
todos estes tecidos. Tem sido sugerido que o colageno tipo IV também
tem papel no desenvolvimento e manutencdo da estrutura da matriz
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(MODESTI et al., 1989). O colageno tipo VI também esta presente no
tecido da placenta humana (MALAK et al., 1993).

Resultados obtidos nas Gltimas décadas mostraram que a funcéao
dos colagenos nao se limita apenas ao de suporte e resisténcia mecanica,
mas também estdo envolvidos nos fenémenos de adesdo e diferenciacédo
celular (BARROS et al., 2011).

1.3.2 Fibronectina

A fibronectina (FN) é uma importante classe de glicoproteinas
adesivas, sintetizadas por uma ampla variedade de tipos de células e que
desempenham um papel relevante em muitas interacfes entre células e
outras moléculas da matriz extracelular (HUMPHRIES & YAMADA,
1990; YAMADA, 1991).

A fibronectina é constituida de duas cadeias polipeptidicas
semelhantes, que se ligam por pontes de dissulfeto nas regides proximas
a regido C-terminal, com peso molecular de cerca de 250 kDa
(ERICKSON et al., 1981). Apesar de a fibronectina ser codificada por
um Unico gene (KORNBLIHTT et al., 1983; TAMKUM et al., 1984),
existem cerca de 20 cadeias diferentes, com diferentes sequéncias de
aminoacidos, que sdo geradas por unidades diferentes de uma mesma
molécula de RNAmM (YAMADA, 1991).

As cadeias polipeptidicas da fibronectina caracterizam-se por
conter pequenas sequéncias repetitivas de aminoéacidos, cuja
similaridade permitiu classifica-las como do tipo I, Il ou I
(PETERSEN et al., 1983). Analises por fragmentacdo proteolitica e
através de técnicas que utilizam DNA recombinante mostraram que cada
cadeia polipeptidica possui pelo menos cinco dominios estruturais e
funcionais, separados por regides flexiveis. Cada dominio é formado por
um conjunto de sequéncias do tipo I, II, ou Ill que, por serem sitios de
alta afinidade de ligagdo para macromoléculas da matriz extracelular e
para receptores de superficie celular, estdo envolvidos em diferentes
funcbes (YAMADA, 1991).

A maioria das células adere a fibronectina por meio de
receptores especificos, que reconhecem um dominio localizado na
regido central da cadeia, cuja estrutura minima, mas crucial para o
reconhecimento celular, é o tripeptideo Arg-Gly-Asp (RGD)
(PIERSCHBACHER & RUOSLAHTI, 1984; YAMADA, 1991).

Outros dominios da molécula, no entanto, podem ser
reconhecidos por diferentes tipos celulares. Células embrionérias da
crista neural e alguns linfécitos sdo extremamente habeis para aderirem
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a uma regido conhecida como IICS da fibronectina, enquanto que
fibroblastos o fazem por outras regiées (MOULD et al., 1991).

A sintese temporal e espacialmente controlada de moléculas de
fibronectina, que apresentam diferentes sitios de ligacdo, pode ser
reconhecida por diferentes tipos celulares e, desta forma, contribuir com
diferentes comportamentos celulares durante o desenvolvimento ou a
fisiologia de um 6rgdo (GUAN et al., 1990). A expressdo da
fibronectina em diferentes sistemas in vivo e in vitro tem enfatizado seu
papel em estimular a migracdo e a diferenciacdo de indmeros tipos
celulares durante o desenvolvimento embrionario, nos processos de
reparo tecidual, onde sua associacdo com moléculas de fibrina funciona
como um substrato para a migragdo celular e, como moléculas de ades&o
para células e outras moléculas (YAMADA, 1991).

Na cicatrizagdo, a fibronectina e suas interacfes com integrinas
exercem papel impar na adesdo de plaquetas a matriz danificada de
colageno, além de facilitar a migracdo e adeséo de fagdcitos e viabilizar
a matriz para a proliferacdo celular. Fibronectina ainda parece estar
relacionada ao aumento da aderéncia e quimiotaxia, dependentes da
manutencdo da estrutura do citoesqueleto (GARDNER & HYNES,
1985).

E importante na neovascularizacio, estimulando a migragdo de
células endoteliais e servindo de guia para o movimento de células
epiteliais através do tecido de granulacdo. A fibronectina também tem
sua importancia nos processos de embriogénese, regeneracdo de fibras
nervosas e migracao de células tumorais (MOHRI, 1996).

No periodo embrionario, células germinativas primordiais de
anfibios e aves atravessam um ambiente rico em fibronectina durante
sua migracdo para a crista gonadal (HEASMAN et al., 1981;
ALVAREZ-BUYLLA & MERCHANT-LARIOS, 1986). Notavel
guantidade de fibronectina também aparece associada a lamina basal
durante a neurulacdo, tornando-se, ao que tudo indica uma via de
migracao para células da crista neural (DUBAND & THIERY, 1982).

A importancia da fibronectina durante o desenvolvimento
embriondrio torna-se particularmente evidente quando as interacfes
celulares com este componente sdo bloqueadas utilizando-se, por
exemplo, anticorpos especificos que mascaram os sitios de ligacdo. No
timo, este protocolo impede a diferenciacdo de células T (SAVINO et
al., 1993). Estudos de imunolocalizagdo na placenta mostram que a
fibronectina tem uma distribuicdo bastante generalizada na matriz
extracelular, a partir da decidua parietal & membrana basal amniética
(LOCKWOOD et al., 1991).
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1.3.3. Laminina

A laminina (LN) é uma das primeiras moléculas da matriz
extracelular que aparecem em mamiferos, no inicio do desenvolvimento,
em um estagio em que o embrido possui apenas 4-8 células. A auséncia
ou pouca quantidade de coldgeno IV na lamina basal durante o
desenvolvimento embrionario faz com que a laminina seja o principal
constituinte desta estrutura (TIMPL et al., 1979; ELKBLOM, 1981).

Semelhante a outras moléculas de matriz extracelular, a
laminina também possui dominios funcionais globulares que se ligam ao
colageno 1V, heparam sulfato e outros receptores de superficie celular
(TERRANOVA et al., 1980; TIMPL et al., 1983). Por possuir varios
dominios de ligacdo para estes componentes de matriz extracelular
presentes na lamina basal, a molécula tem um importante papel na
organizagdo desta estrutura. A laminina exerce, também, papel crucial
na adesdo, proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular em diversos
tipos celulares (COLAGNATO & YURCHENCHO, 2000).

A interacdo entre células e moléculas da MEC como a
fibronectina e colageno tipo | tem um papel importante na diferenciacao
de CTM nos varios tecidos, como o tecido 6sseo (SALASZNYK et al.,
2004). A relacéo entre células-tronco mesenquimais com moléculas de
MEC como a laminina, também ¢é suficiente para a induz da
osteogénesis (KLESS et al., 2005).

A laminina é um excelente substrato para células da crista
neural in vitro e a associagdo de migragdo de células da crista neural
com membranas basais suporta um papel fisioloégico para laminina em
dirigir a migracdo de células da crista neural (DUBAND & THIERY,
1987; ERICKSON, 1988).

1.4 Nicho celular

O termo ‘“nicho” foi proposto por SCHOFIELD (1983), que
consiste de uma unidade estrutural interativa, composto por células
(tanto pelas proprias células-tronco e sua progénie, quanto por células de
outras linhagens) e moléculas da matriz extracelular que suportam e
mantém o fenétipo final das células-tronco, de forma a manter a
homeostase do tecido (MOORE & LEMISCHKA, 2006).

Nichos sdo microambientes altamente regulados que controlam
0 balanco entre auto-renovacdo e diferenciacdo de células-tronco
presentes nos tecidos adultos e 0 maior componente do nicho é a MEC.
Eles fornecem as células-tronco protecdo a estimulos de diferenciagdo,
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de apoptose e qualquer outra natureza que possa eventualmente afetar os
estogues de células-tronco presentes no tecido. O nicho oferece também
um ambiente que evita a proliferacdo exagerada das células-tronco, o
gue poderia levar a formacgdo de tumores. Entretanto, as células-tronco
devem ser periodicamente ativadas de forma a produzir células maduras
necessarias para a renovacado tecidual. Dessa forma, um nicho funcional
precisa ser capaz de manter o balango entre a quiescéncia e a ativagdo
das células-tronco (MOORE & LEMISCHKA, 2006).

A manutencdo das CTAs depende de um microambiente. Estas
células estdo protegidas em nichos especificos, compostos de outros
tipos celulares que secretam matriz extracelular e fatores de sinalizacéo
que, em combinacdo com suas caracteristicas intrinsecas, definem suas
propriedades e seu potencial. A importancia do nicho para a biologia das
CTAs tem se tornado cada vez mais evidente, sendo hoje aceito que elas
se mantém como CTs apenas quando ligadas ao seu nicho; ao deixa-lo,
as células entram na via de proliferacdo e diferenciacdo (GARCIA &
FERNANDEZ, 2012).

Os componentes regulatérios do nicho sdo fortes indutores na
manutencao da auto-renovacao de CTs através da producdo de fatores de
crescimento e moléculas de matriz extracelular (TAICHMAN, 2005).
Para a manutencdo dos niveis de renovacéo de CTs nos tecidos também
deve ser considerado que, normalmente, a composi¢do molecular tem
relevancia na manutencao do pool de CTs, possivelmente atuando como
um reservatorio dessas células no possivel reparo de lesdes (CZYZ &
WOBUS, 2001; JONES & WAGERS, 2008; FUCHS, 2009). Os efeitos
do nicho na manutencdo de CTHs tém sido largamente descritos por
meio da interagdo destas com um estroma hematopoético. Tem sido
apontado um papel relevante de CTMs na organizagdo do nicho
hematopoético através da producdo de células organizadoras do
microambiente, assim como por producdo de citocinas (DAZZI et al.,
2006).

As CTMs encontram-se em muitos, se ndo em todos, tecidos e
orgdos, um sistema complexo e altamente regulado para assegurar que a
células-tronco sejam mantidas em um estado indiferenciado,
proliferando em uma taxa adequada para as suas necessidades. Estes
sistemas regulatérios sdo especialmente organizados, os chamados
nichos de célula-tronco (ZHANG et al., 2003).

Entretanto, para que as CTMs diferenciem para os fendtipos
observados no nicho medular (adip6cito, conjuntivo e endotelial), é
necessaria uma organizacdo especifica de moléculas de MEC e
citocinas, que gerem um nicho de diferenciagdo competente para
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suportar e manter o fen6tipo final, que por sua vez podera organizar um
ambiente propicio para a manutencdo de CTHs (KOLF et al., 2007).
Esta cascata de eventos, ou hierarquia de nichos, ainda é mal
compreendida.

Foi descrito que CTs podem ser produzidas na placenta, durante
0 desenvolvimento, assim como em nascidos a termo (ALVAREZ-
SILVA et al., 2003; ANKER et al.,, 2004; GEKAS et al., 2005;
MIKKOLA et al.,, 2005; CHIEN et al.,, 2006; YEN et al., 2008).
Entretanto, poucos trabalhos procuram descrever a organizagdo
molecular do nicho organizador de CTs neste tecido. Os estudos
parecem sugerir que a capacidade de atuar como nicho, pelo menos para
CTHs, deriva da producdo local de fatores hematopoéticos (GEKAS et
al., 2005; LI, 2005; MIKKOLA et al., 2005). Entretanto, a organizacao
de proteoglicanos, fibras de coldgeno e outras moléculas para a
manutencao do nicho de CTs na placenta é pouco estudado.

No microambiente das células-tronco existem também, mais
componentes regulatérios do nicho os sinais quimicos e/ou biolégicos
gue atuam como indutores da diferenciacdo de MSCs. Fatores como
TGF-B (o mais potente deles), IGF-1, bFGF, EGF, PDGF, Wnt e
ascorbato estimulam o potencial de diferenciacdo das MSCs em
condrocitos. Vérias vias de sinalizacdo intracelulares, como MAPK e
Smads, sdo ativadas, induzindo vérios fatores de transcri¢do
(SOX9,S0X5,S0X6), levando a producdo de proteinas de matriz
celular, incluindo colégeno tipo Il, agrecan, requeridos para a formagéo
de cartilagem (HASHIMOTO et al., 2006). Além dos ja mencionados
acima, outros fatores como o BFGF ou Wnt podem estimular o
potencial de diferenciacdo osteogénico ou neural. O meio suplementado
com 1,25-diidroxivitamina D3, 2-fosfato-ascorbato e¢ [-glicerofosfato
pode induzir a diferenciacdo osteogénica (KULTERER et al., 2007).

VEGF, por sua vez, estimula o potencial de diferenciacéo
endotelial. Dexametasona, juntamente com isobutil-metilxantina,
insulina e indometacina, estimulam o potencial adipogénico (DE
GEMMIS et al., 2006); vactolos ricos em lipidios, acumulam-se no
interior das células, que passam a expressar PPAR-y2. Meios com baixa
concentracdo de soro contendo dimetil-sulfoxido (DMSO) induzem a
diferenciacdo em células semelhantes a neurénios (ANISIMOQOV et al.,
2007). 5-azacitidina, anfotericina B e hidrocortisona (AMADO et al.,
2005) diferenciam as MSCs em mioblastos, em algumas situa¢fes séo
capazes de se fundir em miotlbulos e exibir batidas ritmicas.
Nicotinamida e PBmercaptoetanol induzem diferenciacdo de MSCs de
ratos em células B de ilhotas pancreaticas.
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Apesar de todos os avancos, ja realizados na busca do
entendimento do  microambiente das células-tronco, muitas
investigagOes ainda precisam ser realizadas, para melhor compreender
0s eventos que ocorrem nesta complexa estrutura que os nichos de
células-tronco apresentam.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar a organizaco do nicho organizador de células-
tronco no tecido placentario.

2.2 Objetivos Especificos

« Caracterizar histoldgica, histoquimica e imunhistoquimicamente,
a placenta;

* Analisar a distribuicdo de moléculas da substancia fundamental
amorfa;

« lIdentificar e avaliar a distribuicio de CTMs e CTHs nas
diferentes regies da placenta associadas com diferentes tipos de
moléculas de MEC;

* Caracterizar ultraestruturalmente, por microscopia eletronica de
transmissao, a placenta para caracterizar os nichos celulares.






3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencéo da placenta humana

Em colaboracdo com o Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina (HU-UFSC), as placentas de recém-natos a
termo (39 — 41 semanas), em um total de 10, foram obtidas de gestantes
gue doaram as placentas mediante a assinatura de um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O termo procurou
esclarecer as gestantes e aos familiares a respeito do estudo. Apds os
partos, as placentas foram imediatamente transferidas para o Laborat6rio
de Células-Tronco e Bioengenharia (LCTB) BEG/CCB/UFSC, em sacos
plasticos flexiveis e acondicionadas em um recipiente térmico (4°- 8°C)
contendo uma solugdo fisiolégica de cloreto de sodio PA a 0,9%
(Vetec®) e gelo.

O tempo de duracdo entre a coleta das placentas e o inicio do
seu processamento foi de no maximo 60 minutos. Todos o0s
procedimentos do estudo foram analisados e aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC, sob o ndmero de
protocolo 198/03-CEPSH/PRPG.

3.2 Coleta e processamento do material biol6gico

Antes de iniciar a coleta das amostras, as placentas foram
examinadas macroscopicamente, ap0s a retirada do excesso de sangue.
Esta avaliacdo teve como objetivo verificar as condicBes destes 6rgaos,
assim, poder aplicar as varias técnicas previstas para este estudo. Na
avaliacdo, foram utilizados os seguintes pardmetros: aspectos das faces
fetal e materna e a presenca ou ndo de hematomas. N&o foram
identificados a presenca de hematomas nas amostras (DRISCOLL &
LANGSTON, 1991).

Assim, as amostras do tecido foram coletadas e processadas. A
escolha das amostras, isto é, dos cotilédones, foi realizada de forma
aleatdria. A figura 2 mostra a face materna de uma placenta, onde o
circulo menor e descontinuo delimita um cotilédone, e o circulo maior e
continuo indica a area onde as amostras foram selecionadas e coletadas.
A figura 3 mostra um corte transversal da placenta, indicando as regiGes
das vilosidades coribnicas e da decidua basal. Os cotilédones escolhidos
foram imediatamente seccionados com uma lamina de bisturi
descartavel (Maxicor®). Para facilitar a operacdo, as amostras foram
banhadas constantemente com uma solucdo fisiolégica de cloreto de
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sodio PA a 0,9% (Vetec®). Os cortes foram realizados de maneira
delicada e firme por meio de um U(nico movimento, produzindo o
minimo possivel de presséo e, portanto, menos dano ao tecido.

Amostras de 12 (doze) fragmentos de aproximadamente 1-2
cm?, de 4 (quatro) cotilédones de cada placenta, foram coletadas das
regides da decidua basal e das vilosidades e imediatamente lavadas com
uma solucéo fisioldgica (PBS 1X) para remover 0 excesso de sangue e
fixadas com paraformaldeido 2,5% (Sigma®), pH 7,2, em tampao
fosfato a 0,1M, a 4°C, durante 48 horas. A seguir, foram lavadas com
agua corrente durante 2 horas e rapidamente com &gua destilada,
desidratadas em uma série de solucBes aquosas de concentracfes
crescentes de alcool PA (Vetec®) 1X 70%, 1X 80%, 1X 90%, 2X 100%
e 2X em xilol (Vetec®).

Ap6s a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em
parafina purificada (Vetec®) em temperatura entre 56 a 58°C. Os blocos
contendo os fragmentos de placenta foram seccionados com um
micrétomo da Marca Leica CE, Modelo rm2125RT, com uma espessura
de 5um, utilizando navalhas de aco descartaveis (Leica 818®).
Posteriormente, os cortes foram transportados para o banho Maria
(BOEKEL) a 43°C. As laminas com os cortes foram transferidas para
uma estufa (MARCONI®, Modelo MA 032-2) a 37°C, por 24 horas
para aumentar a adesdo dos mesmos junto a lamina.

Ap6s desparafinados com xilol, os cortes foram reidratados
em uma série de solucfes aquosas de concentragbes decrescentes de
alcool PA 100%, 90%, 80% e 70%. Logo apo6s, foram lavados com agua
corrente, corados, lavados novamente com agua corrente, desidratados
em uma série de solugdes aquosas de concentracdes crescentes de alcool
PA 1X 70%, 1X 80%, 1X 90%, 2X 100% e 2X em Xxilol e montados em
laminulas de vidro em Entellan (Merck®).
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5cm

Figura 2. Face materna da placenta humana a termo. Cordao umbilical (1),
o circulo descontinuo delimitando um cotilédone (2) e o circulo continuo (3)
indicando a &rea de estudo, onde as amostras do tecido foram selecionadas e
coletadas. Camera-EOS digital “Canon”.
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Figura 3. Corte transversal da placenta humana a termo. O retangulo indica
as regides das vilosidades coridnicas e da decidua basal. Camera-EOS digital
“Canon”.

3.3 ANALISE EM MICROSCOPIA DE LUZ
3.3.1 Colorac0es histoldgicas usuais
3.3.1.1 Coloragdo com Hematoxilina de Harris e Eosina Amarelada

A técnica de coloracdo com Hematoxilina de Harris e Eosina
Amarelada, HE (BECAK & PAULETE, 1976) empregada nas amostras
do tecido da placenta humana teve como objetivo identificar,
principalmente, as caracteristicas estruturais das vilosidades cori6nicas e
da decidua basal. As ldminas contendo as amostras de tecido com 5um
de espessura foram desparafinizadas 2X com xilol por 5 minutos cada.
Hidratadas em uma série decrescente de alcool etilico (2X 100%, 1X
90%, 1X 80% e 1X 70%) por 5 minutos cada e lavadas com &gua
corrente por aproximadamente 10 minutos. Ap6s, as laminas de vidro
foram coradas com a solucdo de Hematoxilina de Harris (Merck®) por 5
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minutos, lavadas rapidamente com agua corrente por 5 a 10 minutos.
Logo apos, as ldminas foram coradas com eosina Amarelada (Vetec®)
por 5 minutos, lavadas com &gua corrente por 5 a 15 minutos,
desidratadas com alcool etilico 1X 95% e 1X 100% e 2X em xilol por 5
minutos cada (BECAK & PAULETE, 1976). As laminas foram
montadas em Entellan (Merck®). Apds, as amostras foram analisadas e
fotografadas ao microscopio de luz (ML) Olympus modelo BX41TF,
equipado com camera fotografica Olympus modelo SC30.

3.3.1.2 Azul de toluidina

O corante azul de toluidina (ATO) foi utilizado para
identificar polissacarideos acidos através da reacdo de metacromasia. As
laminas contendo as sec¢des foram desparafinizadas 2X em xilol por 5
minutos cada. Hidratadas em uma série decrescente de alcool etilico (1X
100%, 1X 90%, 1X 80% e 1X 70%) por 5 minutos em cada alcool e
lavadas em agua corrente por aproximadamente 10 minutos. Apds,
foram coradas com ATO 0,5% (Merck®, Darmstadt, Germany), por 30
minutos e lavadas em agua destilada. Apds a secagem, as laminas foram
montadas em Entellan Merck® (SCHMIDT et al., 2009). As amostras
foram analisadas e fotografadas ao microscopio de luz (ML) Olympus
modelo BX41TF.

3.3.2 Colorac0es histoldgicas especiais

3.3.2.1 Azul brilhante de Coomassie

O Azul brilhante de Coomassie (CBB) foi utilizado para
identificar a presenca de proteinas totais. As ldminas contendo as
seccOes foram desparafinizadas 2X em xilol por 5 minutos cada.
Hidratadas em uma série decrescente de alcool etilico (2X 100%, 1X
90%, 1X 80% e 1X 70%) por 5 minutos em cada &lcool e lavadas com
agua corrente por aproximadamente 10 minutos. As laminas contendo as
seccOes foram coradas por 20 minutos com CBB (Sigma-Aldrich®), em
placas de Petri. Posteriormente, foram lavadas na posi¢do horizontal na
solucdo de Clarke e rapidamente com &gua destilada. Ap6s, a secagem
ao ar, as laminas foram montadas em Entellan, Merck® (SCHMIDT et
al., 2009). As amostras foram analisadas e fotografadas ao microscépio
de luz (ML) Olympus modelo BX41TF.
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3.3.2.2 Acido Periédico de Schiff

O Acido Periddico de Schiff (PAS) foi utilizado para identificar
a presenca de polissacarideos neutros. As laminas contendo as sec¢des
foram desparafinizadas 2X em xilol por 5 minutos cada. Hidratadas em
uma série decrescente de alcool etilico (2X 100%, 1X 90%, 1X 80% e
1X 70%) por 5 minutos em cada &lcool e lavadas rapidamente com agua
corrente. As seccdes foram oxidadas com solucdo aquosa de &cido
periodico a 1% durante 20 minutos, lavadas com &gua corrente durante
15 minutos e em seguida, com agua destilada e coradas com reativo de
Schiff (Sigma-Aldrich®) por 20 minutos, protegidas da exposic¢do a luz.
Foram, entdo, lavadas novamente com 4gua corrente por
aproximadamente 15 minutos, em seguida, com agua destilada, secas ao
ar e montadas em Entellan (Merck®). (SCHMIDT et al., 2010). Apds,
as amostras foram analisadas e fotografadas ao microscépio de luz (ML)
Olympus modelo BX41TF.

3.3.2.3 Coloracao Tricromico de Mallory

A técnica Tricrébmico de Mallory (MALLORY, 1897)
empregada no tecido da placenta teve como objetivo, identificar a
presenca de fibras de coldgeno em geral. Esta técnica consiste de 2g de
uma solucdo de Orange G (Vetec®), 0,59 de Azul de Anilina
Hidrosolivel (MGM®) e 1g de acido fosfotlngstico PA (Vetec®) em
100 mL de &gua destilada. As laminas contendo as sec¢des foram
desparafinizadas 2X em xilol por 5 minutos cada, hidratadas em uma
série decrescente de alcool etilico (2X 100%, 1X 90%, 1X 80% e 1X
70%) por 5 minutos em cada alcool e lavadas com agua destilada por 5
minutos.

Os cortes histolégicos foram mantidos nesta solucdo
Tricromatica de Mallory por 40 minutos e em seguida as laminas foram
lavadas com agua destilada, contra-coradas com Hematoxilina de Harris
por 5 minutos, lavadas com agua destilada e desidratadas com 2 banhos
de alcool etilico 95% por 3 minutos cada, 1 banho de alcool etilico
100% por 3 minutos e 2 banhos com xilol por 5 minutos cada. As
laminas também foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris por
5 minutos, lavadas com &gua destilada e desidratadas. Logo apds, as
laminas foram montadas em Entellan (Merck®) e analisadas e
fotografadas ao microscopio de luz (ML) Olympus modelo BX41TF.
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3.3.3 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) foi descrita pela
primeira vez por ALBERTS H. COONS e seus colaboradores, em 1941.
As etapas iniciais da marca¢do por imuno-histoquimica compreendem
inicialmente a retirada de toda a parafina das amostras do tecido, com 2
banhos de xilol (Vetec®) de 20 minutos cada. Apds, as amostras foram
reidratadas em uma série decrescente de alcool etilico absoluto PA
(Vetec®) 3X 100%, 1X 95% e 1X 85% durante 5 minutos em cada
alcool, e lavadas duas vezes com agua destilada por 5 minutos cada.

Logo apos, foi realizado o blogueio da peroxidase endégena que
consiste de 1 banho com uma solugdo de perdxido de hidrogénio (H,0,
- Vetec®) 3% preparada em metanol absoluto (Vetec®) no escuro por
20 minutos. Posteriormente, as amostras foram lavadas com 2 banhos de
tampdo PBS 1X (Vetec®) e uma vez com agua destilada por 5 minutos
cada. Para recuperar 0s antigenos mascarados pela fixacdo com
paraformaldeido e inclusdo do tecido em parafina, foi realizada a
recuperacao antigénica. Para isto, o berco com as Iaminas foi colocado
dentro dos potes com tampao citrato de sédio (CRQ®) a 0,01M, pH 6,0
(pré-aquecido) e mantidas em banho Maria por 40 minutos em
temperatura constante de (93 a 96°C). Apds, as laminas foram retiradas
do banho e deixadas por aproximadamente 60 minutos até atingir a
temperatura ambiente (TA). Apds, foram realizados 2 banhos de 5
minutos cada em tampdo PBS (1X) e os sitios inespecificos foram
bloqueados com 5% de soro fetal bovino em PBS (1X) durante 50
minutos em temperatura ambiente e, apds, nova lavagem com 3 banhos
de 5 minutos cada com tamp&o PBS (1X).

As amostras foram incubadas com os anticorpos primarios
especificos (Tabela 1), cobertas com parafilme e mantidas em overnight
a 4°C em camara imida. Apés este periodo, o parafilme foi removido
em uma placa de Petry com uma solugdo de PBS (1X), lavadas 3 vezes
com PBS (1X) por 5 minutos cada e incubadas com os anticorpos
secundarios (Tabelas 1), em camara Umida por 2 horas a temperatura
ambiente. Logo apos, os cortes foram lavados 3 vezes com tampédo PBS
(1X) por 5 minutos cada. Incubadas com streptavidina-biotina-
peroxidase (1:100, Sigma®, E2886) durante 40 minutos, seguido de 3
banhos de 5 minutos cada em tamp&o PBS (1X).

A revelagdo foi feita com DAB (1%) por até 5 minutos, seguida
de 1 banho de 5 minutos com agua destilada. Em seguida, foi realizada a
contra-coloragdo com Hematoxilina por 3 minutos e interrompida a
reacdo com &gua corrente por 5 minutos. Os cortes foram desidratadas
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em uma série crescente de alcool etilico absoluto PA (Vetec®) (1X
85%, 1X 95%, 3X 100%) por 5 minutos em cada alcool e diafanizados 2
vezes com xilol por 5 minutos cada.

As laminas com o0s anticorpos (Anti-CD73-1gG1, 1:100,
ADb91086), (Anti-CD105-1gG1, 1:200, Ab114052), (Anti-colageno tipo
I- 1gG, 1:100, Ab34710) (Anti-fibronectina-IgM, 1:50, F6140), e (Anti-
laminina-1gG, 1:25, Ab11575) foram montadas em Entellan (Merck®).
As amostras foram fotografadas ao microscopio Olympus BX41. Com
relacdo ao anticorpo (Anti-CD34-1gG2a, 1:50, Ab8158), foi revelado
com AlexaFluor®488 e utilizado DAPI.

As laminas foram montadas em glicerol (Merck®) e analisadas
e fotografadas ao microscépio de fluorescéncia Olympus 1X71
(BEG/CCB/UFSC). O controle negativo também foi realizado em todas
as marcacdes, omitindo-se os anticorpos primarios nas laminas testadas.

Ac. Primarios Ac. Secundarios Diluico Cddigos
CD34 AlexaFluor®488- 1:200 Invitrogen®
Anti-lgG Rat A11006
CD73 Anti-lgG1-biotina- 1:200 Sourthen®
Mouse 107008
CD105 Anti-lgG1-biotina- 1:200 Sourthen®
Mouse 107008
Colégeno | Anti-1gG-biotina- 1:100 Invitrogen®
Rabbit B2770
Fibronectina | Anti-lgM-peroxidase- 1:100 Invitrogen®
Mouse M31507
Laminina Anti-1gG-biotina- 1:100 Sigma®
GAR B7389

Tabela 1. Painel de anticorpos priméarios e secundarios utilizados na
caracterizacdo das células e moléculas do tecido de placenta humana a termo.

3.4 Analise em microscopia eletronica de transmissédo

Para analise em microscopia eletronica de transmissdo (MET),
as amostras de aproximadamente 5 mm foram fixadas com solucgéo de
glutaraldeido 2,5 % e tamponadas em cacodilato 0,1M (pH 7,2), por 2
horas, no escuro, a 4°C. Apo6s, 3 banhos em tampéo cacodilato de 30
minutos cada, pos-fixadas com tetroxido de ésmio a 1% por 2 horas,
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desidratadas em série de solucdes aquosas de concentragdes crescentes
de acetona 1X 30%, 1X 50%, 1X 70%, 1X 90% e 2X 100%, por um
periodo de 15 minutos em cada concentracdo (SCHMDT et al., 2010).
Apos a desidratacdo, as amostras foram embebidas em resina Spurr
(SPURR, 1969), com a seguinte relacdo: (3:1) acetona e resina (12
horas); (2:1) acetona e resina (12 horas); (1:1) acetona e resina (12
horas); (1:2) acetona e resina (12 horas); (1:3) acetona e resina (12
horas); resina pura (12 horas) e resina pura novamente (12 horas).

As amostras do tecido foram polimerizadas na estufa a 70°C
por 24 horas, e as secgdes ultrafinas de 70 nm foram realizadas com
navalha de diamante em ultramicrétomo Power Tome XL e contrastadas
com acetato de uranila 1% (no escuro) e citrato de chumbo 1% (na
auséncia de CO,) (REYNOLDS, 1963). Os produtos utilizados nesta
técnica foram da (EMS®). As amostras foram analisadas e fotografadas
ao microscopio eletrbnico de transmissdo, modelo Jeol (JEM)1011
(JEOL Ltd., Tokyo, Japdo, a 80 kV), no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.






4. RESULTADOS
4.1 Coloragdes histolégicas
4.1.1 Coloragédo com Hematoxilina de Harris e Eosina Amarelada

Por meio da técnica de coloracdo com Hematoxilina de Harris e
Eosina Amarelada (HE), foi possivel diferenciar regifes basofilas
coradas pela Hematoxilina e regides acidofilas, coradas pela eosina. Nas
células coradas com HE os &cidos nucléicos presentes nos nucleos séo
corados pela Hematoxilina, dando ao ndcleo um tom azul parpura. A
eosina como € atraida pelos elementos basicos das proteinas do
citoplasma das células, deixa-0s corados de réseo a vermelho, como
pode ser observado na figura4 A, B,C,DeFefigura5A,B,C,DeF.

Através da coloracdo de HE, ndo s6 foi possivel identificar a
presenca das vilosidades coribnicas e da decidua basal, bem como, o
nlmero, o tamanho, as formas e 0s espacos existentes entre elas. Outra
caracteristica estrutural importante identificada neste tecido foi com
relacdo ao estroma, que é composto por diferentes tipos de células do
tecido conjuntivo, fibras do tecido conjuntivo e substancia fundamental.
Além disso, 0 estroma contém vasos sanguineos fetais de varios tipos e
calibres.

A presenca de vasos sanguineos fetais nessas vilosidades pode
ser um indicativo do tempo de gestacdo desta placenta, isto é, quanto
maior o nimero e menor o calibre dos vasos sanguineos, maior é o
tempo de gestacdo. Outra caracteristica que podemos destacar € com
relacdo ao numero e a quantidade de diferentes tipos celulares que
compdem as vilosidades coridnicas do tecido placentario. Como
exemplos, temos o sinciciotrofoblasto, que consiste de uma camada
epitelial que separa o interior das vilosidades do sangue materno.

O sinciciotrofoblasto ndo é composto de células
individualizadas, mas representa uma camada superficial multinucleada
nas vilosidades coridnicas. Outro exemplo, o citotrofoblasto, consiste de
células individuais ou agregadas, as chamadas células de Langhans, que
sdo as células-tronco do sinciciotrofoblasto, que mantém o crescimento
e a regeneracao desta Gltima (Figura 4 F).

Na figura 5 E e F, observamos as regides da decidua basal e das
vilosidades coridnicas do tecido placentario. A decidua refere-se a
camada funcional do endométrio (endométrio gravidico). Nesta regido,
podemos observar a presenca de um grande nimero de células que
extrapolam os limites das vilosidades da placenta e invade a decidua
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basal neste tecido, as chamadas células citotrofoblasticas extravilosas. A
maior parte das células desta regido apresenta uma uniformidade na
morfologia e em algumas dessas células, o nicleo nao é visivel (Figura
5EeF).
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Figura 4. Secdes histologicas de vilosidades coridnicas da placenta humana
a termo. A: vilosidades coridnicas (VI), estroma (ET), vasos sanguineos (VS),
espaco interviloso (El); B: vasos sanguineos de diferentes formatos e calibres
(VS); C: vaso sanguineo (VS), estroma (ET) e espago interviloso (El); D: vaso
sanguineo (VS); E: sinciciotrofoblasto (cabeca de seta), nd sincicial (seta),
espago interviloso (El); F: wvaso sanguineo (VS), estroma (ET),
sinciciotrofoblasto (cabeca de seta) e célula citotrofoblastica (seta). Coloracéo:
HeE.
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Figura 5. Secdes histologicas de vilosidades coridnicas e da decidua basal da
placenta humana a termo. A, B, C e D: vilosidades coribnicas (VI), vasos
sanguineos (VS) com plano de corte diferentes, nimero e calibres, estromas
(ET) e espaco interviloso (El); E: decidua basal (DB) e células extravilosas (Ce)
e célula decidual (CDe); F: decidua basal (DB); células extravilosas (Ce) e G:
células extravilosas (inserto). Coloracdo: H e E.



58

4.1.2 Azul brilhante de Coomassie
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Figura 6. Sec0es histolégicas de vilosidades coridnicas e da decidua basal da
placenta humana a termo. A, B, C, D: vilosidades coribnicas (VI), proteinas
totais (cabega de setas), vasos sanguineos (VS) apresentando diferentes formas,
numero, calibres; estroma (ST) e espago interviloso (El); F: decidua basal (DB),
vilosidade (V1) e proteinas totais (cabeca de setas). Coloragdo: Azul Brilhante
de Coomassie.



59

Os resultados apresentados mostraram que as estruturas do
tecido placentario, como um todo, reagiu fortemente com o CBB. Com
isso, podemos constatar que o tecido da placenta apresenta, em
praticamente toda sua extensdo, uma grande quantidade de proteinas
totais. Destaque este, para as regifes da parede dos vasos sanguineos, do
citotrofoblasto e do sinciciotrofoblasto, onde as reacfes foram mais
intensas, isto é, reagiram mais positivamente (Figura 6 A, B, C e D). Na
regido da decidua basal, também ocorreu uma positividade ao CBB, esta
reacdo ocorreu na maior parte da decidua basal, com destaque para
algumas regides, onde a reacdo foi mais positiva (Figura 6 E e F).

4.1.3 Azul de toluidina

As secgdes contendo as vilosidades coribnicas e a decidua basal
do tecido da placenta humana também foram coradas com a solugéo de
Azul de toluidina (ATO). Este teste foi utilizado para identificar a
presenca de polissacarideos acidos (glicosaminoglicanos) neste tecido,
através da reacdo de metacromasia. As Iaminas, contendo o tecido
placentario, reagiram mais fortemente com o Azul de toluidina nas
regides do sinciciotrofoblasto e na parede dos vasos sanguineos das
vilosidades coribnicas (Figura 7 A, B, C, D, E). Na regido da decidua
basal, a reagdo também foi positiva ao ATO nas células deciduais,
porém, na matriz extracelular esta reacdo foi menos intensidade, quando
comparada com as regides do sinciciotrofoblasto e da parede dos vasos
sanguineos das vilosidades coribnicas (Figura 7 F). Estas mesmas
regides, também reagiram positivamente para o Azul Brilhante de
Coomassie (Figura 6) e para o acido periédico de Schiff (Figura 8).
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Figura 7. Se¢des histoldgicas de vilosidades coridnicas e da decidua basal da
placenta humana a termo. A, B, C, D e E: vilosidades coridnicas (V1) e vasos
sanguineos (VS) apresentando diferentes formas, nimero, calibres e espaco
interviloso (EIl); estroma (ST); no sinciciotrofoblasto e na parede dos vasos
sanguineos a presenga de polissacarideos acidos (cabeca de setas); F: decidua
basal (DB) e célula decidual (cabeca de seta). Coloragdo: Azul de toluidina.

4.1.4 Técnica do Acido Periddico de Schiff

Cortes histoldgicos das vilosidades coribnicas e da decidua
basal da placenta humana foram submetidos & reacdo do Acido
Periddico de Schiff (PAS). Este teste foi realizado com objetivo de
identificar a presenca de polissacarideos neutros (glicogénio,
glicoproteinas, glicolipideos e fosfatideos) neste tecido. Os resultados
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mostraram que a reacdo foi positiva em praticamente todas as regides
das vilosidades, mas houve uma positividade maior na regido do
sinciciotrofoblasto.

Figura 8. Secdes histologicas de vilosidades coridnicas e da decidua basal da
placenta humana a termo. A: vilosidades cori6nicas, estroma (ET), espago
interviloso (El) e vaso sanguineo (VS); B, C, D e E: vasos sanguineos (VS)
com diferentes formas e calibres, estroma (ET), e PAS (setas); A, C, D e E:
estroma (ET); B, C, D e E: reacdo positiva para o PAS (seta). F: decidua basal
(DB) reagéo positiva para 0 PAS (seta). Coloracdo: Acido Periddico de Schiff.

Essa positividade foi ainda maior na parede dos vasos
sanguineos, que se mostram de varios tipos e calibres. Assim, podemos
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constatar que as vilosidades coridnicas possuem polissacarideos neutros
distribuidos em praticamente todas as regifes das vilosidades coridnicas
do tecido (Figura 8 A, B, C, D e E). Com relacdo a decidua basal, a
presenga de polissacarideos neutros, também foi confirmada, em
praticamente todas as regides da decidua (Figura 9 F, G e H).

Figura 9. Secdes histologicas de vilosidades coridnicas e da decidua basal da
placenta humana a termo. A: vilosidades coridnicas (VI), vasos sanguineos
(VS) com diferentes formas e calibres, espaco interviloso (El),
sinciciotrofoblasto (cabega de seta pequena), ldmina basal (cabega de seta
maior); B e C: lamina basal (cabeca de seta), vilosidade (V1), vaso sanguineo
(VS); D: vaso sanguineo (VS), vilosidade cori6nica (VI); E e F: decidua basal
(DB), célula decidual (cabeca de seta); e miométrio (seta). Coloracéo: Acido
Periddico de Schiff e contra-coradas: Hematoxilina.



63

Cortes histoldgicos do tecido da placenta que foram submetidos
a reacdo de PAS, também foram contra-corados com Hematoxilina.
Com isso, foi possivel, além de identificar a presenca de polissacarideos
neutros, localizar os ndcleos das células nas duas regies do tecido das
vilosidades coribnicas. Também, foi identificada nestes cortes do tecido,
a presenca da lamina basal nas varias regifes das vilosidades coridnicas
e na parede dos vasos (GOMEZ et al., 2008) (Figura9 A, B e C).

Os polissacarideos neutros também foram confirmados na
decidua basal, com destaque para as regifes mais préximas ao
miométrio, onde a positividade foi maior, quando comparadas com as
regides proximas as vilosidades coribnicas (Figura 9 E e F). Estas
mesmas regides do tecido das vilosidades coribnicas e da decidua basal
reagiram também positivamente para o0 CBB (Figura 6).

4.1.5 Técnica Tricrémico de Mallory

A técnica de Mallory revelou que fibras de colageno estdo
presentes em grande parte nas regides tanto das vilosidades corinicas,
bem como, na decidua basal. Esta técnica foi capaz de revelar a presenca
dos diferentes tipos colagenos, que estdo presentes, tanto nas vilosidades
coribnicas quanto na decidua basal, porém, sem a identificagdo de quais
sdo os tipos de colagenos que compdem este tecido.

Além da identificacdo de moléculas de colageno no tecido, foi
possivel também mostrar quais sdo as regides do Orgdo que estas
moléculas estdo mais presentes, isto é, a sua localizacdo e distribui¢do
no tecido da placenta. Como podemos observar na Figura 10, moléculas
de colagenos estdo distribuidas praticamente em todas as regides das
vilosidades cori6nicas e na decidua basal.

A presenca dessas moléculas é mais evidente principalmente na
parede dos vasos sanguineos e no sinciciotrofoblasto das vilosidades. O
mesmo ocorre na matriz extracelular, que ocupa grande parte da regido
da decidua basal do tecido (Figura 10 H). O estroma das vilosidades
possui um grande nimero de vasos sanguineos, de diferentes formas e
calibres. Na parede destes vasos encontramos uma grande quantidade de
moléculas de colageno (Figura 10 E e F).

Com a utilizacdo de diferentes técnicas de coloracdo, como
ATO, CBB, PAS e a Técnica Tricromico de Mallory, ndo sé foi possivel
identificar os diferentes tipos de moléculas presentes no estroma, bem
como, a distribuicdo destas moléculas nas diferentes regides das
vilosidades coribnicas e da decidua basal no tecido da placenta humana.
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Figura 10. Sec@es histoldgicas de vilosidades coridnicas e da decidua basal
da placenta humana a termo. A, B, C, D, E e F: colageno (cabeca de seta); A,
B, C, D, E, F: vilosidade coribnica (VI) com varios vasos sanguineos (VS), de
diferentes formas e calibres; G e H: decidua basal (DB), célula decidual (seta) e
fibras de colageno (cabega de seta). Contra-coradas: Hematoxilina.
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4.2 Técnica de Imunohistoquimica

Buscamos por meio da técnica de Imunohistoquimica (IHQ)
empregada no tecido da placenta humana, avaliar a expressdo dos
marcadores: CD73, CD105 e CD34 nas membranas das células
presentes neste tecido, em como, o perfil de expressdo do colageno do
tipo I, fibronectina e laminina na matriz extracelular (MEC).

4.2.1 Expressao do colageno tipo |

Através da técnica de IHQ, buscamos avaliar qual é o perfil de
expressdo do colageno do tipo I (Col I), na matriz extracelular do tecido
da placenta.

A aplicacdo desta técnica foi realizada, nas regiGes das
vilosidades coridnicas e na decidua basal do tecido. Os resultados
obtidos nos mostram que a expressdo do colageno do tipo | ocorreu
tanto no estroma das vilosidades coridnicas, bem como, na regido da
decidua basal (Figura 11). Essa expressdo do colageno do tipo | ocorreu
em todas as areas das vilosidades coribnicas, com excecdo do
sinciciotrofoblasto, onde ndo houve como mostra a Figura 11 (B, C, D e
E).

A expressdo do colageno do tipo | ocorreu também nas regides
da decidua basal (Figura 11 G). N&do houve expressdo nas amostras do
tecido da placenta que foram utilizadas como controle, confirmando,
gue moléculas de coladgeno do tipo | estdo presentes no tecido de
placenta humana, tanto no estroma das vilosidades cori6nicas como,
também, nas regides da decidua basal.
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da placenta humana a termo evidenciando a expressao do colageno tipo I.
A: controle negativo (sem utilizagdo do anticorpo primario): Vvlosidade
coribnica (VI), sinciciotrofoblasto (seta), vaso sanguineo (VS) e espago
interviloso (El); B, C, D e E: marcagdo do colageno tipo | nas vilosidades
coribnicas (cabeca de seta); F: controle: decidua basal (DB), G: expressdo do
marcador de colageno tipo | na decidua basal (cabeca de setas) e células
deciduais (CDe). Contra-coradas com Hematoxilina.
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4.2.2 Expresséo de fibronectina

Os resultados obtidos nos mostram que nas vilosidades
coribnicas do tecido da placenta, a expressdo da proteina de matriz
extracelular, a fibronectina foi positiva, quando comparada com o
controle, onde os resultados se mostraram negativos (Figura 12 A).

o o

Figura 12. Segoes histolégicas de vilosidades coridnicas da placenta
humana a termo evidenciando a expressdo de fibronectina, nas vilosidades
coridnicas da placenta humana. A: controle negativo (sem utilizagdo do
anticorpo primario): vilosidade coridnica (V1), sinciciotrofoblasto (seta), vaso
sanguineo (VS) e espaco interviloso (Ei), estroma (ET), célula citotrofoblastica
(cabeca de seta) e sinciciotrofoblasto (seta); B, C, D, E e F: marcagdo da
fibronectina nas vilosidades coribnicas (cabeca de seta). Contra-coradas:
Hematoxilina.
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A presenga de moléculas de fibronectina, indicadas pelas
cabecas de setas nas regides das vilosidades (Figura 12 B, C, D, Ee F)
nos mostra que moléculas de fibronectina ndo sé estdo presentes nas
vilosidades coridnicas do tecido da placenta, bem como estas moléculas
ocupam areas onde a laminina, também esta presente. (Figura 13 B-H).
Com isso, podemos inferir que moléculas de fibronectina e de laminina
estdo presentes em areas comuns das vilosidades coridnicas fetais no
tecido da placenta. A fibronectina € uma molécula que estd presente na
matriz-extracelular de diferentes tecidos. Esta molécula induz a
migracdo de células progenitoras mesenquimais em cartilagem apds a
microfratura (KULAWIGA et al., 2013).

4.2.3 Expressdo de laminina

Através da técnica de IHQ, buscou-se avaliar o perfil de
expressdo da laminina (LN) no tecido da placenta. Os resultados obtidos
nos mostram que moléculas de laminina estdo presentes na membrana
basal trofoblastica, membrana esta que separa o sinciciotrofoblasto e o
citotrofoblasto do estroma das vilosidades coridnicas. A expressdo de
moléculas de laminina foi positiva nas regides das vilosidades
coribnicas do tecido da placenta. A laminina (LN) é uma molécula que
esta presente na MEC em varios tipos de tecidos. E um componente
importante da membrana basal trofoblastica. (Figura13B,C,D, E, F, G
e H).
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Figura 13. Segdes histologicas de vilosidades coridnicas da placenta
humana a termo evidenciando a expressdo de laminina nas vilosidades
coridnicas da placenta humana. A: Controle negativo. Vilosidade coridnica
(VI), vaso sanguineo (VS) e espago interviloso (Ei), estroma (ET) e regido da
laminina (cabeca de seta); B, C, D, E, F, G e H: marcagdo da laminina nas
vilosidades coridnicas (cabega de seta). Contra-coradas: Hematoxilina.
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4.2.4 Expressdo do marcador CD73

Figura 14. Sec¢des histologicas de vilosidades coridnicas e da decidua basal
da placenta humana a termo evidenciando a expressdo do marcador de
superficie CD73. A, B: controles negativos: vilosidades corinicas (V1), vasos
sanguineos (VS), sinciciotrofoblasto (seta), espaco interviloso (EI) e estroma
(ET); D e E (inserto), C, F, G, H: marcagdo de superficie do CD73 na
vilosidade coribnica; I, J, L e M: expressdo do marcador CD73 na decidua
basal (cabeca de seta) e células em mitose (seta). Contra-coradas: Hematoxilina.
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Os resultados apresentados para o marcador CD73 mostraram
que células presentes nas regibes das vilosidades coridnicas, como na
decidua basal do tecido da placenta humana, expressaram o marcador
CD73". Como pode se observar células que expressaram o marcador
CD73" estfo localizadas nas varias regides das vilosidades coribnicas
(Figura 14 C, D, E, F, G e H). Observou-se também, na regido da DB, a
presenca de figuras mitdticas em plena atividade, mostrando que o
tecido da placenta a termo ainda apresenta atividades, indicando que
estas células demonstram plena atividade metabolica (Figura14 1, J, L e
M).
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4.2.5 Expressdo do marcador CD105

%’ . S i ‘“ ;. A ‘ A P ‘, ) '&"‘&r’,‘j
Figura 15. SecOes histoldgicas de vilosidades coridnicas da placenta
humana a termo evidenciando a expressdo do marcador de superficie
CD105. A, B e C (inserto): controles negativos: sinciciotrofoblasto (ST), espaco
interviloso (El). A: célula citotrofoblastica (cabeca de seta); C (inserto); E, F,
G, H, J, L, N: expressdo do marcador CD105 e MEC; D, I, M e O (inserto):
células marcadas com CD105. Contra-coradas: Hematoxilina.
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Como pode se observar a expressdo desse marcador ocorreu nas
células das vilosidades coribnicas do tecido da placenta humana. Os
resultados apresentados para o marcador CD105 mostraram que células
presentes nestas regides do tecido da placenta expressaram este tipo de
marcador de superficie de membrana, que é caracteristico de CTMs
(Figura 15).

4.2.6 Expressédo do marcador CD34

50 um

Figura 16. Sec@es histoldgicas de vilosidades coridnicas e da decidua basal
da placenta humana a termo evidenciando a expressdo do marcador de
superficie CD34. A, D: marcador de CD34 nas vilosidades coridnicas (VI); B,
E: DAPI e C, F: sobreposicéo das imagens; G: marcador de CD34 na decidua
basal (DB), H: DAPI e I: sobreposicéo das imagens. Contra-coradas: DAPI.
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Os resultados mostraram também que nas vilosidades
coribnicas 0 nimero de células que expressaram o0 marcador CD34" foi
maior do que na regido da decidua basal (Figura 16 A). A expressdo
deste tipo de marcador apresentado por estas células, nas duas regifes
do tecido da placenta, remete para células com caracteristicas
imunofenatipicas de células-tronco hematopoéticas (CTHs). Portanto, o
tecido da placenta humana, parece possuir estoques de células que
expressam este tipo de marcador de membrana. Este marcador é
caracteristico de CTHs. Estes resultados mostram que as CTMs tém uma
disposicdo na regido das vilosidades coribnicas, juntamente em
associacdo com moléculas de laminina e de colageno. A fibronectina é
expressa nas vilosidades coribnicas em associacdo a lamina basal e na
regido perovascular. No sinciciotrofoblasto, as CTMs se associam
proximas as CD34" com caracteristica de CTHs. As anélises
ultraestruturais efetuadas pela MET demonstram plena atividade
metabdlica e de células que organizam a placenta, tanto
bioquimicamente quanto metabolicamente, sugerindo que a placenta,
mesmo a termo, é ainda capaz de produgdes celulares, tanto de CTs
guanto na homeostase do tecido. As interagdes entre as células e a MEC
sdo cruciais para determinar os padrfes de comportamento celular, tais
como crescimento, morte, diferenciacdo e motilidade que, por sua vez,
apresentam importancia em diversos mecanismos, como morfogénese,
inflamacé&o, resposta imune, invasao parasitaria, transformacéo celular e
metéstase (CHAMMAS et al., 1991).

4.3 Anadlise de microscopia eletrénica de transmissao

Na figura 17 A observa-se através da microscopia eletronica de
transmissdo (MET) a presenca do sinciciotrofoblasto, um epitélio que
separa o interior das vilosidades coridnicas do sangue materno, que flui
em torno das vilosidades. Na superficie do sinciciotrofoblasto ha
presenca de um grande nimero de microvilos que estdo em contato
direto com o sangue materno, 0s espacgos existentes entre as vilosidades
coribnicas.

Também é possivel observar a presenga de um grande nimero
de vesiculas de varias formas e tamanhos, distribuidas em praticamente
toda a extensdo desse epitélio. Neste tecido, também encontramos
organelas como: o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) que possui um
papel fundamental na sintese de proteinas e enzimas para as células do
tecido (Figura 17 B e C) e o complexo de Golgi (Figura 17 D), este
possui um papel também muito importante nas alteragdes pos-



75

traducionais. Estas mudangas ocorrem com uma série de proteinas e
enzimas que sdo sintetizadas no RER e, como exemplo, tem-se as
enzimas lisossomais, as glicoproteinas que vao repor proteinas da
camada externa da membrana celular de diferentes tipos celulares. As
mitocéndrias, que também estdo presentes nestes tecidos e se mostram
estruturalmente integras, mostrando que esta organela possui condigoes
plenas para desempenhar as suas fungdes como a respiragéo celular e a
producdo de energia.

Esta energia na forma de ATP é utilizada pelas células e
tecidos, na maior parte de suas atividades (Figura 17 E e F). A presenga
do reticulo endoplasméatico rugoso (RER) potencialmente ativo, o
complexo de Golgi bem desenvolvido e de grandes mitocondrias nestas
células, indica uma capacidade para atividade enddcrina destas células
(Figura 17 B, C, D, E e F). Também, os nucléolos que estdo presentes
nos nucleos das células do tecido da placenta, pode ser um indicativo da
sintese que este 6rgdo apresenta (Figura 17 G e H). Isto é um indicativo
gue a placenta humana a termo é amplamente funcional, com todas as
condi¢des de possuir uma estrutura de suporte para diferentes células-
tronco.



76

Figura 17. Vilosidades coridnicas da placenta humana a termo, analisadas
em microscopio eletronico de transmissdo. A: sinciciotrofoblasto (S),
vesiculas com diferentes formas e tamanhos (V), a presenca de microvilos (seta)
e nucleo (N); B: reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e filamentos na MEC
(FC); C: reticulo endoplasmatico rugoso (RER), ndcleo (N); D: complexo de
Golgi (G), nucleo (N); E: mitocndria (M); F: cristas mitocondriais (inserto); G
e H: presenca de nucléolos (Nu).
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Células do tecido da placenta humana apresentam uma série de
caracteristicas estruturais que confere a estas células uma atividade
funcional. Atividades como o processo de endocitose de vesiculas e
particulas através da membrana citoplasmatica (Figura 18 A, B, D e E).
Pode se observar, também no citoplasma destas células, a presenca de
mitocdndrias (Figura 18 E e M), depositos de glicogénio, em vérias
regides do citoplasma das células deste tecido (Figura 18 B e E). Nas
vilosidades coribnicas, observa-se também a presenca de um grande
numero de filamentos (Figura 18 F, G, H, I, J, L, M e N) na MEC nas
varias regides do tecido.
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Figura 18. Vilosidades coridnicas da placenta humana a termo, analisadas
em MET. A, B, C, D e E: processo de endocitose (cabeca de seta), a presenca
de vesiculas endociticas e filamentos na MEC; A, C e D (inserto); F, G, H, L,
M e N: presenga de filamentos na MEC entre células do tecido; G: vaso
sanguineo (VS) envolto por filamentos na MEC; | e J (inserto), L ¢ M:
presenca de filamentos na MEC; N: presenca de um vaso sanguineo (VS) com
endotélio, apresentando o processo de endocitose (cabeca de seta), ndcleos (N)
e filamentos na MEC.
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Em resumo, observou-se que as CTMs do tecido da placenta
humana tém uma disposicdo na regido das vilosidades coribnicas,
juntamente em associacdo com moléculas de laminina e de colageno. A
fibronectina, outro componente da MEC, também esta presente nas
vilosidades coridnicas em associacao a lamina basal e perivascularmente
(Figura 12). No sinciciotrofoblasto, as CTMs se associam proximas as
CD34" com caracteristica de CTHs.

As analises ultraestruturais demonstram que o tecido da
placenta apresenta atividade metabdlica plena, tanto bioquimicamente
guanto metabolicamente, sugerindo que a placenta, mesmo a termo, é
ainda capaz de manter a sintese e a capacidade secretdria, bem como as
producdes celulares, tanto de CTs quanto na homeostase do tecido.






5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo fazer uma avaliagdo do
nicho molecular das células-tronco no tecido da placenta humana. Nesta
investigagdo foram utilizadas técnicas para caracterizar histoldgica,
histoquimica, imuno-histoquimicamente e ultraestruturalmente (MET),
0 tecido da placenta humana. Por meio destas andlises, procurou-se
verificar a arquitetura e a distribuicdo de moléculas da matriz
extracelular (MEC) bem como, a distribuicdo de células-tronco
hematopoéticas (CTHSs) e de células-tronco mesenquimais (CTMSs) nas
diferentes regides do tecido da placenta, isto é, nas vilosidades
coribnicas e na decidua basal. Com isso, foi possivel, avaliar a estrutura,
a ultraestrutura e a composicdo molecular, para a caracterizacdo dos
nichos celulares e moleculares do tecido.

A placenta humana é um d&rgdo altamente especializado
responsavel por realizar o intercdmbio de substancias entre 0 sangue
materno e o fetal (SCHNITZER et al., 1995; PREDESCU et al., 1997).
A placenta apresenta uma estrutura complexa especializada e
responsavel pela troca de moléculas, ions e gases entre a circulacdo
materna e fetal (TIMOTHY et al., 2002). E um 6rgéo materno-fetal que
representa uma significativa, valiosa e promissora fonte de células-
tronco. Origina-se do trofoectoderma, que conduz para o componente do
trofoblasto, incluindo o sinciciotrofoblasto e o citotrofoblasto. As
populacdes de células-tronco derivadas de tecidos da placenta humana
sdo as ceélulas estromais mesenquimais coribnica e as células
trofoblasticas corial, ambas demonstrando plasticidade varidvel
(HEMBERGER et al., 2008; PAROLINI et al., 2008).

As CTMs representam atualmente uma fonte potencial de
células para utilizacdo na area de terapia celular devido a sua capacidade
de auto-renovacdo e diferenciacdo em células especializadas do
organismo (DAN et al., 2008). O epitélio aminiético (MIKI et al.,
2005), o tecido adiposo (ZUK et al., 2001) e a polpa dentaria
(GRONTHOS et al., 2002) sdo fontes acessiveis de CTMs. Estas
células-tronco estdo distribuidas numa grande variedade de tecidos do
corpo humano, como na medula 6ssea, rim e figado. Estas células estdo
também presentes no feto (figado, medula 6ssea, figado, rim. Resultados
obtidos por (ZONGNING et al., 2006) mostra que CTMs, também estdo
presentes na placenta humana a termo. A placenta como 4rgdo
fetomaternal é também uma fonte potencial de células-troncos
(HAYATI et al., 2011).
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A placenta humana tem sido usada extensivamente como uma
fonte de componentes de MEC (CHUNG et al., 1976; FURUTO &
MILLER, 1980; ISEMURA et al., 1984). A matriz é um complexo
estavel constituido de macromoléculas circundando células do estroma
(HAY, 1981). Embora inicialmente considerado um suporte inerte a
MEC desempenha uma série de fungfes como nas interacfes célula-
matriz e entre matriz-matriz, na diferenciacdo e no desenvolvimento de
células e tecidos (HAY, 1981).

Para elucidar a distribuicdo e a interrelacdo dos seus
componentes moleculares, foram utilizados neste trabalho, marcadores
para fazer uma avaliacdo da presenca de moléculas de colagenos do tipo
I, da fibronectina, da laminina, colagenos no geral, de proteinas totais,
de polissacarideos &cidos e de polissacarideos neutros. Apesar do
extensivo uso em estudos biogquimicos, pouco se sabe a respeito dos
componentes da MEC e sua distribui¢do no tecido da placenta humana.

As primeiras investigacbes realizadas neste trabalho com o
tecido da placenta foram iniciadas com a aplicacdo de uma técnica
histologica de rotina, a coloragdo com Hematoxilina e Eosina (BECAK
& PAULETE, 1976). Aqui foi possivel a identificacdo dos elementos
teciduais da placenta humana, proporcionando assim, um diagndstico
mais morfoldgico e estrutural do tecido (Figura 4 e 5). Por meio destas
técnicas de coloragdo, ndo sé foi possivel identificar a presenga das
estruturas do tecido da placenta, como as vilosidades coribnicas e a
decidua basal, bem como auxiliou na avaliagdo das condic¢Ges do tecido,
apos a aplicacdo da técnica de preparo do material, para realizar os
cortes histologicos.

Outra caracteristica que pode ser destacada é com relacdo ao
nimero e a quantidade de diferentes tipos celulares que compdem as
vilosidades cori6nicas do tecido placentario. Como exemplos, tem-se 0
sinciciotrofoblasto, que consiste de uma camada epitelial que separa o
interior das vilosidades do sangue materno. O sinciciotrofoblasto ndo é
composto de células individualizadas, mas representa uma camada
superficial multinucleada das vilosidades coriénicas. Outro exemplo, o
citotrofoblasto, consiste de células individuais ou agregadas, as
chamadas células de Langhans’, que sdo as células-tronco do
sinciciotrofoblasto, que mantém o crescimento e a regeneracdo desta
Gltima (Figura 4). Além das vilosidades coridnicas do tecido placentério,
pode-se também observar a decidua basal (Figura 5). A decidua refere-
se a camada funcional do endométrio de uma mulher gravida
(endométrio gravidico). Nesta regido, foi possivel observar a presenca
de um grande ndmero de células que extrapolam os limites das
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vilosidades coridnicas da placenta e invade a decidua basal neste tecido,
as chamadas células citotrofoblasticas extravilosas. A maior parte das
células desta regido apresenta uma uniformidade nas formas e em
algumas dessas células, o ndcleo néo é visivel (Figura 5: E e F).

As sec¢Oes do tecido, também foram coradas com a solugédo de
Azul Brilhante de Coomassie (CBB), esta técnica de coloragdo aqui
utilizada, foi para identificar e localizar a presenga de proteinas totais.
Podemos observar que a distribuicdo das proteinas totais se mostraram
presentes em todas as regides do tecido, com destaque para as regides do
sinciciotrofoblasto e na parede dos vasos sanguineos das vilosidades
coribnicas. Na decidua basal, em algumas regides ha uma maior
concentracdo como mostrado na (Figura 6).

Foram também, identificadas no tecido da placenta a presenca
de outros tipos de moléculas, como polissacaridios acidos, através do
corante azul de toluidina (ATO) (Figura 7), polissacarideos neutros,
através da técnica do &acido periédico de Schiff (PAS) (Figuras 8 e 9) e
moléculas de colagenos, utilizando a técnica Tricdmico de Mallory
(Figura 10). Com a técnica de imuno-histoquimica foi possivel avaliar, o
perfil de expressdo de moléculas da matriz extracelular (MEC), como o
colageno do tipo I (Figura 11), a fibronectina (Figura 12), e a laminina
(Figura 13).

As expressdes dos marcadores de moléculas como a
fibronectina, a laminina e algumas isoformas de colageno, também
ocorreram ao longo das vias de migracdo das células da crista neural e
foi sugerido que estas moléculas possuem uma participagdo na migracao
de células da crista neural (STERNBERG & KIMBER, 1986;
TUCKETT & MORRISS-KAY, 1986; PERRIS, 1997). Estudos in vitro
confirmaram estudos realizados in vivo, mostrando que, moléculas de
fibronectina, colagenos e laminina, auxiliam na difusdo e na migracédo
de células da crista neural (GREENBERG et al., 1981; PERRIS et al.,
1989, 19964a).

A migracdo celular desempenha um papel importante em
numerosos processos fisiol6gicos e patofisiolégicos, por exemplo, na
embriogénese, na cicatrizacdo de feridas, na angiogénese ou no
crescimento das células-tronco (BALKWILL, 1998; LUSTER, 1998;
VOROTNIKOV, 2011). A capacidade das células de migrar pode ser
utilizada na medicina regenerativa. A medicina regenerativa é um
campo da ciéncia com o objetivo de restaurar o tecido humano, por
exemplo, através da utilizacdo de células-tronco e células progenitoras
(MIMEAULT et al., 2007; SNG & LUFKIN, 2012) e novas abordagens
clinicas como, enfarto do miocardio (ZHANG et al., 2010) e
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cicatrizagdo de feridas (BROWER et al., 2011). Podemos sugerir que as
moléculas que foram identificadas na MEC do tecido da placenta
humana, neste trabalho, também podem estar relacionadas, com a
funcéo de auxiliar na difusdo e na migragdo de células-tronco no tecido
da placenta.

A fibronectina é uma molécula que estd presente na matriz-
extracelular de diferentes tecidos. Esta molécula induz a migragdo de
células progenitoras mesenquimais. Isso pressupde que a fibronectina
pode estar envolvida na migracéo de células progenitoras mesenquimais
em cartilagem apés a microfratura. Por isso, podem ser Util em
aplicacGes clinicas para estimular a migracdo de células progenitoras
mesenquimais em cartilagem ap6s a microfratura (KULAWIGA et al.,
2013). Moléculas de matriz extracelular como os colagenos tipos | e Ill,
laminina, vimentina e osteonectina participam no processo de
diferenciagdo das CTM (HU et al, 2003; SILVA et al, 2003; KLEES et
al., 2005).

Marcadores de superficie celular, denominados “Cluster” de
Diferenciacdo (CD), foram utilizados para avaliar qualitativamente o
perfil das células presentes neste tecido, como as CTMs e CTHSs. Foram
também, avaliadas a expressdo de marcadores de moléculas da MEC nas
duas regides do tecido da placenta, isto €, nas vilosidades corifnicas e
na decidua basal. Os resultados do perfil de expressdo dos marcadores
de superficie de membrana CD73" (ecto-5’-nucleotidase), CD105"
(endoglina) e CD34", e a expressdo de moléculas da MEC como o
colageno do tipo |, a fibronectina e a laminina, se mostraram positivos
(Figuras 14, 15 e 16) e (Figuras 11, 12 e 13), respectivamente.

Portanto, através da técnica de IHQ, foi possivel, identificar
tanto a presenca desses marcadores (CDs) nas membranas das CTMs e
CTHs, bem como, de moléculas na MEC, nas duas regides do tecido da
placenta, isto &, nas vilosidades coridnicas e na decidua basal. Células
no tecido da placenta humana expressaram marcadores de superficie
celular como os CD73", CD105" e CD34". Estas proteinas sio
encontradas na membrana celular das células-tronco mesenquimais e
células-tronco hematopoéticas, respectivamente. Moléculas como
colageno do tipo I, fibronectina, laminina, coldgenos no geral, proteinas
totais, polissacarideos acidos e polissacarideos neutros, também foram
identificadas no tecido.

O Colégeno do tipo | é a unidade estrutural basica da placenta
humana a termo, sdo constituidos de feixes de fibras com um didmetro
de 30 — 35 nm. Esta associado aos colagenos dos tipos Ill, V, VI e a
fibronectina (AMENTA et al., 1986). Esta molécula, localizada no
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intersticio de cada vilosidade coribnica, apresenta um padrdo de
distribuicdo. Nestes estudos observou-se que a distribuicdo de Colageno
tipo | tem uma disposi¢do na regido das vilosidades coridnicas, em
associacdo com moléculas de laminina. Nestas mesmas regides foram
identificadas células que expressaram marcadores de superficie de
membrana como CD73", CD105" e CD34".

Este conjunto, constituido de células e de moléculas presentes
no tecido da placenta, nos leva a sugerir que esta organizacdo pode
configurar um nicho celular importante, que pode proporcionar uma
série interagdes entre os componentes moleculares e celulares. Esta
interacdo pode propiciar um microambiente favoravel, que leva as
células-tronco a se manter neste estado ou conduzi-las ao processo de
diferenciacdo, tanto de CTMs como de CTHs.

O colagéno tipo | é o substrato mais abundante no corpo. A
interacdo de CTMs com matriz de colageno tipo | ocorre por meio de
integrinas olfl e a2P1, resultando na via transdugdo de sinal que
conduz a ativagdo da ERK. A contribuicdo especifica de o2p1 na
ativacdo de ERK consiste em desencadear a ativacdo de PP2A. Neste
processo, a ativacdo de Ras, Raf-1 e PP2A & necessaria para a protecéo
celular da apoptose mediada por Fas. Enquanto o colageno tipo | ativa
Ras, a fibronectina ndo consegue ativar PP2A e Raf-1 (CHETOUI et al.,
2006).

Parece que na placenta a organizacdo de colageno tipo | tem
uma importancia fundamental na sobrevivéncia celular, possivelmente,
atuando também na manutencdo do fendtipo indiferenciado. Foi
demonstrado que a interacdo de células-tronco com colageno tipo |
mantém as células-tronco em um estado indiferenciado e com auto-
renovagdo atraves da interagdo da integrina 021 (SUH & HAN, 2011).

A fibronectina estd comumente associada com moléculas de
colagenos e sintetizada por uma ampla variedade de tipos celulares, que
também se organizam em fibras na MEC (YAMADA, 1991). A
fibronectina esta presente no plasma materno e fetal e foi observado que
esta molécula reveste as superficies de células do endotélio e do
trofoblasto em contato com o plasma. A fibronectina também esta
presente no plasma materno e fetal e ao longo do estroma das
vilosidades coridnicas, como filamentos livres e revestindo fibras de
colagenos. A membrana basal (MB) contém laminina e colégeno tipo IV
e fibronectina (AMENTA et al., 1986).

Foi observado, que a fibronectina e colageno do tipo I, se
expressam nas vilosidades coribnicas sempre em associa¢do a lamina
basal e perivascularmente. Tem sido descrito que fibronectina associada
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a outras moléculas de MEC como coldgenos ou laminina é um forte
sinal para induzir a diferenciacio de CTMs. Possivelmente, essa
organizacgdo perivascular da fibronectina pode sugerir a capacidade de
“gradientes de diferenciacdo”, a medida que a CTM transita pelas
diferentes estruturas do tecido (CHATAKUN et al., 2014).

Observou-se a expressdo de laminina nas regifes entre o
sinciciotrofoblasto e o estroma das vilosidades coridnicas, onde
encontramos a presen¢a da membrana basal e no endotélio. A laminina é
0 maior componente da membrana basal, é formada de vérias
subunidades (YAMADA, 1991) e esta associada ao Colageno tipo IV. A
funcdo exata da laminina na placenta é desconhecida, mas postula-se
que ela pode ter um papel de adesdo, migracdo e diferenciagdo das
células trofoblasticas migratdrias no inicio da gravidez.

A MEC possui uma série de componentes moleculares como 0s
colagenos, a fibronectina, a vitronectina, o fibrinogénio e a laminina,
gue sdo proteinas importantes e sdo reconhecidas por receptores de
adesdo (VAN DER FLIER & SONNENBERG, 2001). Componentes
ndo proteicos, também constituem a MEC, que sdo o0s
glicosaminiglicanos, tais, como o condroitin sulfato, o heparan sulfato e
a queratina sulfato (10Z2Z0, 1998; HEINO & KAPYLA, 2009).

Em outros tecidos as moléculas de fibronectina, laminina e
algumas isoformas de colagenos, também se expressam ao longo das
vias de migracdo de células da crista neural e sdo sugeridos para ser
permissivo para migracdo de células da crista neural (STERNBERG &
KIMBER, 1986; TUCKETT & MORRISS-KAY, 1986; PERRIS, 1997).
Células-tronco neurais (CTNSs) estdo em associacdo com projecGes da
membrana basal vascular, composta principalmente da laminina,
colageno 1V, e proteoglicanos (KEREVER et al., 2007). Moléculas de
MEC modulam a diferenciacdo e a manutencdo de CTNSs e influenciam
a migracdo dos seus descendentes (BARROS et al., 2011). Um exemplo
estd representado pelos proteoglicanos heparan sulfato e o condroitin
sulfato, que regulam a proliferacdo e a diferenciagdo de CTNs,
principalmente pelos fatores de crescimento que apresentam, como EGF
e FGF, para receptores CTNs (SIRKO et al., 2007), (AKITA et al.,
2008).

Os proteoglicanos contendo heparan sulfato (HSPGs)
desempenham papéis importantes nos processos bioldgicos, como no
crescimento e no desenvolvimento de células (BERNFIELD &
PERRIMON, 2000), na angiogénese (SASISEKHARAN et al., 1997) e
como um anticoagulante (PETITOU et al., 1999). Como fungdes do
Heparan sulfato ele atua como um co-fator na adesdo celular, na
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motilidade, na proliferacéo, na diferenciagédo e na morfogénese do tecido
através da interacdo com diversos ligantes de proteina, através de
sequéncias especificas de sacarideos (ROSENBERG et al, 1997;
BERNFIELD et al, 2007).

Utilizando critérios estabelecidos pelo Comité de Células
Tronco Tecidual e Mesenquimal da Sociedade Internacional para
Terapia Celular (DOMINICI et al., 2006), foi identificado neste estudo
que, nas células das vilosidades coribnicas do tecido da placenta
humana, houve a expressao de marcadores de superficie de membrana,
normalmente presentes em CTMs. A interagdo de CTMs com o0s
elementos da MEC como laminina, colageno tipo | e proteoglicanos
devem regular as propriedades do nicho, como a auto-renovacéo e a
manutencdo do fendtipo indiferenciado (Figuras 19 e 20).
Provavelmente, essa combinacdo de elementos organiza um nicho, que
favorece para as CTMs a capacidade de promover a diferenciacdo para
diferentes fendtipos (MARTINI et al., 2013).

FIGURA 19. Representacdo esquematica de uma vilosidade corifnica do
tecido da placenta humana. Diferentes tipos de proteinas da MEC estéo
representados. Em azul o colageno tipo I, em verde a fibronectina e em
vermelho a laminina. Estdo também representados o sinciciotrofoblasto, o
citotrofoblasto, vaso sanguineo fetal, eritrdcitos e os desmossomos.
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FIGURA 20. Representacdo esquematica dos diferentes tipos celulares e
moleculares, relacionados com uma célula-tronco (CT) da vilosidade coridnica
do tecido da placenta humana.

Nos Ultimos anos, a utilizacdo de células-tronco mesenquimais
derivadas da placenta na terapia regenerativa, ganhou um interesse
amplo. A inauguragdo de sociedades internacionais, como Sociedade
Internacional de Células-Tronco de Placenta Humana em 2009, revela
este interesse. O uso de CTMs é uma alternativa terapéutica promissora,
pois a diferenciacdo dessas células em tecidos mesodermais e ndo
mesodermais possibilita ainda mais, a utilizacdo clinica dessas células
ndo sé na terapia em humanos, bem como, em animais (PAROLINI et
al., 2011).

Estudos realizados mostrou que células-tronco mesenquimais
(CTMs) derivadas da placenta humana podem ser facilmente isoladas e
expandidas sem alteracBes das caracteristicas morfolégicas e em meio
suplementado com apenas soro fetal bovino (FBS). Portanto, a placenta
pode revelar-se uma atrativa e rica fonte de CTMs. A presenca de
células-tronco no tecido da placenta pode ter grandes implicagdes
(ZONGNING et al., 2006).

Os dados iniciais sobre a capacidade de diferenciacdo de CTMs
sdo promissores, e pode ter utilizagbes terapéuticas importantes para
estas células. Junto com a facilidade de acesso, e numero de celular
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abundante, PMSCs pode ser uma atrativa fonte alternativa de células
progenitoras ou células-tronco para a investigacdo. Mais estudos sdo
necessarios, para entender melhor a natureza das células derivadas da
placenta e como explorar o seu potencial para serem aplicadas na terapia
celular (ZONGNING et al., 2006).

Células do estroma da decidua humana podem também, servir
como uma potencial fonte para as células-tronco maternas na medicina
regenerativa, especialmente  em  doencas isquémicas e
neuroregenerativas (HAYATI et al., 2011). Desta maneira, a busca por
fontes alternativas de células-tronco como o tecido da placenta é muito
importante, por ser descartada ap0s o parto. A placenta € um 6érgdo
disponivel em larga escala, cuja obtencdo ndo estd associada a riscos
para a salde da mde e ou do feto (YEN et al., 2005). CTMs das
vilosidades coribnicas de placenta humana a termo é uma fonte atrativa
de MSCs para a terapia celular (ALBUMARRE et al., 2013).

Nos ultimos anos, a placenta tornou-se uma fonte muito atraente
para o isolamento de células-tronco, tanto hematopoéticas como
mesenquimais. As células, derivadas das vilosidades coribnicas e de
outras regides da placenta, podem ser obtidas apds o parto. Estas células
representam uma fonte alternativa de se obter células-tronco (DELO et
al., 2006; DE COPPI et al., 2007) que apresentam boas condi¢cdes em
termos de proliferagdo e plasticidade (BARLOW et al., 2008; MIHU et
al., 2008). Além disso, CTMs da placenta humana tem propriedades
superiores de expansdo e de aplicacdo do que as MSCs da medula Gssea
(BROOKE et al., 2008; HASS et al., 2011).

A placenta pode representar uma alternativa viavel com
characteristicas de expressdo de marcadores de pluripoténcia e também,
a incapacidade de formar teratomas em condicBes permissivas.
Enquanto a placenta tem sido tradicionalmente considerada um drgao
importante para a manutencdo e regulacdo da troca feto-materna, tornou-
se evidente que ela também, pode atuar como um reservatério de células
progenitoras, apesar do papel destas células durante a gestacdo
permanecer ainda ndo esclarecido (BAKSH et al., 2004).

As células-tronco, principalmente as células-tronco adultas, ja
estdo sendo utilizadas em diversas terapias, como tratar defeitos na
cartilagem (BRITTBERG et al., 1994), enfarto do miocardio (ZHANG
et al., 2010) e cicatrizacdo de feridas (BROWER et al., 2011). No
entanto, a possibilidade de utilizacdo terapéutica das células-tronco esta
ainda sub-explorada, devido a falta de conhecimentos fundamentais
sobre 0os mecanismos moleculares e celulares que regem as propriedades
de proliferacdo e de diferenciacdo destas células.
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Embora existam varios estudos que descrevem os diferentes
tipos de moléculas da MEC no tecido da placenta, a localizacdo e a
participagdo de cada um desses componentes da matriz, ainda
necessitam de maiores entendimentos. A compreensdo das estruturas
celulares e moleculares que compde o nicho em tecidos e 6rgdos é de
fundamental importancia para a compreensdao das interacdes entre as
células-tronco e células vizinhas, ou ainda interacfes com a matriz
extracelular que, em combinacdo com fatores intrinsecos, determinam o
comportamento e o destino das células-tronco (MORRISON &
SPRADLING, 2008). Este microambiente tridimencional influencia e
controla a expressdo dos genes que definem as propriedades das células-
tronco, ou seja, a auto-renovacgdo ou a diferenciacdo (BAJADA et al.,
2008).

Séo varios os trabalhos que investigam a placenta humana e
relatam que este 6rgdo potencialmente possui um grande ndmero de
células-tronco, tanto hematopoéticas, como mesenquimais. S&o células
relativamente faceis de isolar, expandir e se diferenciar em diferentes
tipos celulares. O estudo com células da placenta apresenta uma série de
vantagens como, o facil acesso do material biol6gico, a relativa
facilidade de isolamento dessas células, e ndo ha implicacdes de ordem
ética e religiosa na utilizacdo desses tecidos. S&o células vidveis para
uma série de abordagens terapéuticas, que sdo utilizadas na recuperacdo
de tecidos e 6rgdos danificados (DELO et al., 2006; PORTMANN-
LANZ et al., 2006; STRAKOVA et al., 2008).

Com os resultados obtidos neste trabalho serd possivel, fazer
uma melhor avaliacdo dos diferentes tipos de células e moléculas que
fazem parte do nicho (microambiente) das células-tronco, nas diferentes
regiGes do tecido da placenta humana. Podemos afirmar também, que a
placenta humana é uma fonte favordvel de células-tronco e/ou
progenitoras. Estas células podem ser isoladas e cultivadas, apresentam
um potencial de auto-renovacdo e de diferenciacdo, que poderdo ser
utilizadas para uma série de aplicacdes terapéuticas.

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos tanto celulares,
guanto moleculares envolvidos no desenvolvimento e nas funges
dessas células-tronco, serd necessario estabelecer metodologias mais
seguras e mais eficientes para o isolamento, a purificacdo e a
caracterizacdo das células-tronco e/ou progenitoras. O estabelecimento
dessas metodologias podera no futuro, contribuir significativamente
para o desenvolvimento de terapias celulares cada vez mais eficientes,
no tramento de um grande nimero de doencas.
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As caracteristicas do nicho e a sinalizacdo provavelmente sdo
especificas em cada instante. Os mecanismos que direcionam as células-
tronco adultas para uma determinda linhagem sdo em grande parte
desconhecidos. Os sinais que controlam a sobrevivéncia, a proliferacéo
e a diferenciacdo destas células precisam ser mais bem compreendidos.

A promessa da medicina regenerativa e também curativa
baseada em células-tronco, depende da identificacdo de mecanismos e
de moléculas que controlam e medeiam a diferenciacdo de uma
determinada linhagem de célula, e as cascatas de sinalizacdo que
controlam a sobrevivéncia e proliferacdo das células no tecido.

Portanto, o uso de células-tronco na medicina regenerativa,
ainda é limitado pela dificuldade de estabelecer um nicho adequado para
gue o enxerto possa se estabelecer adequadamente e assim, diferenciar
no tecido alvo. O entendimento dos elementos que possam atuar na
regulacdo deste nicho sdo os pontos fundamentais, que podem
direcionar uma terapia mais eficiente e adequada ao reparo de um tecido
alvo. Sendo assim, estudos que possam esclarecer as interacGes das
células-tronco com diferentes elementos do seu nicho, podem ser os
fatores que determinam a possibilidade de maior sucesso terapéutico na
medicina regenerativa, pois se entendendo os requerimentos do nicho, é
possivel, tentar melhorar o acesso de células-tronco a estes elementos.






6. CONCLUSAO

1. Colageno tipo I é encontrado nas regifes da placenta a termo
tanto no estroma das vilosidades coribnicas, bem como, na
regido da decidua basal.

2. Polissacarideos acidos se distribuem na placenta nas regiGes do
sinciciotrofoblasto, no estroma, na parede dos vasos sanguineos
e na decudua basal.

3. CTMs se organizam na regido das vilosidades coribnicas da
placenta, bem como, na decidua basal.

4. CTHs parece que se organizam associadas a CTMs nas regides
das vilosidades coridnicas e na decidua basal.

5. A funcionalidade do tecido tanto bioguimicamente quanto
metabolicamente, é observada mesmo na placenta a termo, sem
indicios de queda na sua atividade celular.

Consequentemente a placenta possui um nicho organizado para a
manutencdo e diferenciagdo de diferentes tipos de células-tronco.
Possivelmente, ha um gradiente de moléculas organizadoras do nicho
gue, dependendo da regido de contato com células-tronco, ocorre
diferenciacdo ou manutencéo de pool de células tronco no tecido.
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