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RESUMO

A maioria dos tecidos adultos tem reservas de células-tronco, que atuam na
manutencao da integridade, reparo de tecidos lesados e na remodelacéo de 6rgaos.
E possivel isolar essas células in vitro, induzir seu cultivo e sua proliferacdo. Este
trabalho buscou estabelecer um protocolo de isolamento, cultivo e caracterizacéo
morfologica de células-tronco mesenquimais extraidas do tecido adiposo de ovinos
criados na regido de Petrolina. A coleta de amostras foi realizada em 10 animais,
durante o fluxo de abate no Abatedouro Municipal de Petrolina, dos quais foram
coletadas amostras fragmentares de tecido adiposo subcutaneo. As amostras foram
processadas no Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia-LETI do
Centro de Pesquisas Goncalo Moniz-CPqGM-FIOCRUZ/BA. As células obtidas
foram isoladas, cultivadas e caracterizadas quanto a sua morfologia, através de
avaliacdo citoquimica e analise por microscopia éptica e microscopia eletrénica de
varredura. Avaliou-se também a capacidade de proliferacdo das células através da
incorporacao da 3H-timidina. Puderam-se obter células-tronco mesenquimais e estas
expressaram caracteristicas morfolégicas fibroblastéides, aderéncia ao plastico em
cultura monocamada confluente apds a primeira semana de cultivo. Além disso,
células em 52 passagem demonstraram potencial de diferenciacdo em linhagens
celulares osteogénica e adipogénica apos inducdo em meios de cultura especificos.
As células avaliadas neste estudo apresentaram propriedades mesenquimais e alta

taxa de proliferagéo.

Palavras-chaves: células-tronco, ovino, diferenciagéo, terapia celular.



ABSTRACT

Most adult tissues have stem cells reserves, which act in integrity maintenance,
inured tissue repair and organs remodeling. It is possible to isolate those in vitro
cells, induce their cultivation and proliferation. This paper sought to stablish an
isolation protocol, cultivation and morphological characterization of mesenchymal
stem cells extracted from adipose tissue of sheep raised in Petrolina region. The
sampling was performed in ten animals during slaughtering flow at Petrolina
Municipal Slaughterhouse, from which were collected subcutaneous adipose tissue
fragmentary samples. The samples were processed in the Engineering Tissue and
Immunopharmacology Laboratory at the Research Center Goncalo Moniz-FIOCRUZ
/BA. The obtained cells were isolated, cultivated and characterised by its morphology
through cytochemical evaluation and optical and scanning electron microscopy. It
was also evaluated the ability of cells proliferation by the 3H-thymidine incorporation.
There could be obtained mesenchymal stem cells and those expressed fibroblast
morphology and adherence to plastic in monolayer culture confluence after the first
week of culture. Moreover, 5" passage cells demonstrated potential of osteogenic
and adipogenic cell lines differentiation after induction in specific culture media. The
cells evaluated in this paper showed mesenchymal properties and high proliferation

rate.

Keywords: Stem cell, sheep, differentiation, cell therapy,
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1. INTRODUCAO

A maioria dos tecidos adultos possuem reservas de células que atuam na
manutencdo da integridade, no reparo e na remodelacdo de tecidos e 0Orgaos
lesados (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2005). Essas células sdo denominadas
células-tronco (CT), possuem capacidade intrinseca de auto-regeneracdo e
diferenciacéo em tipos celulares especializados (BAKSH et al., 2004).

Inicialmente isoladas em tecidos embrionarios, as células-tronco podem
também ser encontradas em tecidos diferenciados, quando sdo denominadas
células-tronco mesenquimais (CTMs). As CTMs sao um tipo de células-tronco
adultas e sdo capazes de originar células diferenciadas de acordo com o tecido no
qual elas estdo inseridas (BRUCE et al., 2011).

Além do perfil morfolégico e da expressdao de antigenos de superficie,
considera-se como critério basico para a caracterizacdo de célula-tronco
mesenquimal, a sua capacidade de diferenciacao in vitro em osteoblastos, adipdcitos
e condroblastos (PITTENGER et al., 1999). Por isso, as CT fornecem perspectivas
clinicas promissoras para a terapia celular (MONTEIRO et al., 2010).

Assim, centros de pesquisas tém testado o comportamento destas células em
diferentes protocolos, com o objetivo de encontrar padrdes e subsidiar o uso dessas
estratégias em biotecnologia e terapia celular nas medicinas humana e veterinaria,
em especial em processos de lesdo cronica e regeneracdo tecidual nas areas de
cardiologia, neurologia, ortopedia e endocrinologia (AMORIN et al., 2012).

O tecido adiposo e a medula Ossea sdo derivados do mesénquima
embrionéario, suas CT podem ser facilmente isoladas in vitro e diferenciadas em
linhagens celulares mesodermais (ZUK, 2002). A obtencdo de CTM a partir da
medula 6ssea requer um procedimento cirargico que pode ser desconfortavel para o
paciente e resultar em um numero limitado de células. Contudo, o tecido adiposo
surge como uma nova fonte de CTM mais acessivel.

As CTM tém a capacidade de se expandir numerosas vezes em cultura,
mantendo seu potencial de crescimento e pluripotencialidade, com um tempo de
duplicacdo que depende da origem das células e da densidade com que foram
plagueadas no inicio da cultura. (BYDLOWSKI et al.,2009).

Ovinos tém sido propostos como modelos para uma vasta gama de

aplicagbes biomédicas e em estudos com CT, inclusive em outras regides do pais
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(SHEERLINCK et al., 2008). Os animais criados na regido semiarida, assim como 0s
demais, estdo expostos a fatores de risco, como também sdo susceptiveis a
doencas degenerativas que possam causar lesfes teciduais. Com isso, 0 médico
veterinario deve buscar alternativas terapéuticas que conduzam a cura das lesdes,
beneficiando-se de técnicas e recursos locais.

O uso de CT como alternativa no tratamento de lesGes ortopédicas em
medicina veterinaria tem ganhado cada vez mais espaco, bem como o incentivo em
pesquisas translacionais para o desenvolvimento desta técnica, principalmente para
a aplicacao clinica em animais domésticos (MEMON et al., 2005).

Antes do uso padrdo de CTMs em aplicacdes clinicas, torna-se necessario
avaliar melhor suas propriedades terapéuticas, bem como tentar compreender os
mecanismos envolvidos em sua funcao imunomodulatéria. Além do conhecimento de
fatores intrinsecos ao doador que podem influenciar no sucesso da terapia, tais
como expectativa de vida, idade e sexo. Acredita-se que a idade do doador
influencie sobre o potencial de diferenciacdo, como também que CTM cultivadas
para uso a longo prazo nao sejam viaveis (COLOSIMO et al., 2013).

O conhecimento sobre o comportamento in vitro de CTMs obtidas do tecido
adiposo de ovinos criados na regido do Submédio do Vale do Rio Sdo Francisco
pode levar ao desenvolvimento e possivel aplicabilidade de técnicas de terapia
celular ainda pouco avaliadas nos exemplares de racas exploradas na regido,
sobretudo animais sem padréao racial definido (SPRD), que constituem uma boa

parte dos rebanhos da regiéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ovinocultura no Submédio Sao Francisco

O Vale do Submédio Sdo Francisco apresenta caracteristicas peculiares,
como seu clima tropical semiarido, temperaturas anuais médias de 27°C e baixos
indices pluviométricos. A regido que engloba municipios da Bahia e de Pernambuco,
como Juazeiro-BA e Petrolina-PE, destaca-se internacionalmente como grande
exportadora de frutas e um emergente mercado produtor de vinhos, demonstrando
bastante dinamismo econdmico (CODEVASF, 2010).

A ovinocultura, a principio bastante explorada na regido sul do Brasil, passou
a ter maior expressividade em outras regides. No nordeste, por exemplo, onde a
criagcdo é caracterizada por racas deslanadas e com melhor adaptacdo ao clima
semiarido, o rebanho atualmente € considerado o maior do pais. O foco das
exploracdes € produzir couro e, principalmente, carne de qualidade a fim de atender
a demanda do mercado consumidor interno que tem demonstrado um aumento em
sua procura (CAVALCANTE et al.,2005; VIANA, WAQUIL e SPOHR, 2010).

A atividade pode adequar-se aos diversos ecossistemas brasileiros, podendo
trazer muitos beneficios para quem a explora, desde que seja devidamente
conduzida quanto aos seus aspectos ambiental, econdmico e social (SIMPLICIO,
2001). O estado de Pernambuco possui 1.830.647 cabecas de ovinos, o que
representa 19% do rebanho nordestino, sendo que Petrolina é uma das
microrregides que concentra quase 2/3 do efetivo do rebanho estadual (IBGE, 2014).

A ovinocultura € uma das mais importantes atividades econémicas do
semiarido nordestino, apresentando-se como uma das alternativas mais apropriadas
para gerar crescimento econdbmico e beneficios sociais (CORREIA et al.,2011;
SANTOS e SANTOS, 2010). Adicionalmente, esses animais também podem ser
utilizados como fonte de células-tronco para fins de estudo e implantagdo de novas

técnicas, que podem levar ao desenvolvimento da regiao.

2.2. Células-tronco

As células-tronco (CT) sdo células precursoras de varios tipos celulares que

constituem o organismo. Estas células possuem propriedades determinadas por
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duas caracteristicas fundamentais, capacidade de auto-renovagéo por divisdo celular
e de diferenciacdo em tipos celulares de linhagens especificas (plasticidade) (ZECH,
2004; WU et al., 2007; MALAVER-ORTEGA et al., 2012). A auto-renovagao € uma
caracteristica indispensavel a manutencdo dos tecidos, e a plasticidade constitui
uma habilidade intrinseca que torna estas estruturas tdo especiais (BRUGGER et
al.,2000).

Todos os tecidos possuem reservas de CT, e a principal funcdo destas
células encontradas em regides perivasculares € substituir células perdidas e atuar
na regeneracao de tecidos que sofrem alguma lesdo, ou sdo acometidos por
doengas (MARX, SILVEIRA e NARDI, 2015). Essas células secretam um grande
namero de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas que executam diferentes
funcdes no processo de regeneracéo tecidual (CAPLAN, 2007).

Os mecanismos terapéuticos das CT em medicina regenerativa ainda n&o
foram completamente elucidados. Porém, cada vez mais se torna evidente a fungéo
paracrina imunomoduladora destas células, seja pela secrecdo independente ou
associada de fatores de crescimento e moléculas bioativas (FORTIER e TRAVIS,
2011).

Inicialmente foram descritas as células-tronco embrionérias (CTE) que, dadas
as suas propriedades de auto-renovacao e pluripoténcia, oferecem a possibilidade
de uma fonte ilimitada e renovavel de células que podem se diferenciar em qualquer
célula do organismo, tendo assim um apelo substancial como recurso terapéutico
(WHITWORTH e BANKS, 2014).

As CTE podem originar células das trés camadas germinativas (endoderme,
mesoderme e ectoderme). Contudo, possuem limitacbes em sua aplicabilidade
clinica por apresentar risco oncogénico e imunogenicidade, além das questdes
éticas, culturais e politicas envolvidas com relagdo ao seu uso (TAKAHASHI et al.,
2007).

Os animais vertebrados possuem dois tipos de CT: as CT embrionarias e as
CT adultas (DEL CARLO, MONTEIRO E ARGOLO NETO, 2008). As CT
embrionarias podem ser derivadas do zigoto, como também da massa celular interna
do blastocisto (YAMANAKA, 2007; ZUTTION et al., 2013), enquanto que as CT
adultas originam-se de varios tecidos do organismo adulto (Figura 1).

No que se refere a plasticidade, as CT podem ser classificadas com base no

seu potencial para derivar outras células, como em totipotentes, pluripotentes ou
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multipotentes. As CTE, totipotentes e pluripotentes, sdo capazes de formar todos 0s
tipos celulares do organismo adulto, sendo que, exclusivamente, as totipotentes
podem também originar células de tecidos extraembrionarios e placenta. Ja as CTA
multipotentes possuem potencial de diferenciacao restrito as linhagens mesodermais
(WATT e DRISKELL, 2010; ZUTTION et al., 2013).

Figura 1 — Tipos de células-tronco. Adaptado de Whitworth e Banks (2014).

Ceélulas-tronco Celulas-tronco Celulas-tronco
de pluripoténcia embrionarias mesenquimais
induzida J
4 s v
Pluripotentes Multipotentes
ENDODERME ECTODERME MESODERME
Pulmao Tecido nervoso Tecido 6sseo
Intestino Cabelo Tecido adiposo
l-j'gado Pele Tecido cartilaginoso
Pancreas Tecido muscular

Nesse contexto, surgem as células-tronco de pluripoténcia induzida,
originadas a partir da reprogramacdo de células soméaticas para torna-las
pluripotentes pela transducdo de fatores de transcricdo caracteristicos de CTE
(TAKAHASHI e YAMANAKA, 2006). O isolamento de CT e a geragdo de CT
pluripotentes induzidas tém revolucionado o desenvolvimento de pesquisas na area
de biologia celular (THOMSON et al., 1998; YU et al., 2007; MALAVER-ORTEGA et
al., 2012).
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As CT de pluripoténcia induzida ja& foram geradas a partir de uma variedade
de espécies de animais domeésticos e de células de diferentes tecidos, incluindo do
tecido adiposo de ovinos (MROZIK et al.,2010; SARTORI, 2012), que sdao

comumente utilizados como modelo animal em pesquisas envolvendo CT.

2.3. Células-tronco mesenquimais

A célula-tronco adulta (CTA) é uma célula indiferenciada encontrada entre as
células diferenciadas de um tecido ou 6rgao. As CTM, por sua vez sao um tipo de
CTA, que podem ser encontradas em varios o6rgaos e tecidos do organismo, sendo
localizadas preferencialmente em regides especificas do tecido, como as regides
perivasculares, mas podem haver nichos difundidos em outras regides teciduais
(GRITTI; VESCOVI e GALLI, 2002).

A proporcdo em relacdo aos outros tipos celulares é baixa, o que torna estas
células dificeis de identificar, isolar e purificar. A medula 6ssea é uma importante
fonte de CTA, podendo originar CT hematopoiéticas, responsaveis pela producéo de
tipos celulares sanguineos, e as CT mesenquimais, que produzem varias linhagens
celulares. Ambas podem ser encontradas na medula 60ssea, mas as CT
mesenquimais podem ser encontradas em outros tecidos (ZAGO e COVAS, 2006,
BAGLEY et al., 2009).

Presentes em diversos tecidos adultos as CTMs podem ser encontradas entre
as células ja diferenciadas de tecidos especificos, entretanto sdo células
indiferenciadas e em sua maioria do tipo multipotente (MARQUES, 2006; MEIRELES
et al., 2009), caracterizadas pela capacidade intrinseca de aderéncia ao plastico,
morfologia fibroblastéide, como também pela capacidade de diferenciacéo in vitro
em fibroblastos, osteoblastos, cardiomidcitos, condroblastos, células epiteliais,
neurénios e adipécitos quando adequadamente estimuladas (HAYNESWORTH et
al.,1992; CAMPAGNOLI et al.,2001; DOMINICI et al.,2006; LIU, ZHUGE e
VELAZQUEZ, 2009).

As CTMs sao excelentes candidatas a terapia celular em medicina
regenerativa por apresentarem relativa falta de imunogenicidade, baixo risco
oncogeénico, facilidade de isolamento e amplo potencial de diferenciacdo. Como
também pela possibilidade de transplante autélogo ou heter6logo (HELMY et al. ,
2010; NERY et al., 2013).
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CTMs expressam antigenos de superficie que funcionam como marcadores,
0s quais podem ser identificados por anticorpos especificos que ao serem utilizados
tornam possivel a caracterizacdo imunofenotipica deste tipo celular (COPLAND et
al., 2008). Atraveés da citometria de fluxo pode-se analisar o fenoétipo celular, a partir
da marcacdo de moléculas CD (cluster of differentiation), que sdo usadas para
identificar tipo celular, estagio de diferenciacdo e atividade celular dos isolados
(MACEY, 2007).

Os efeitos terapéuticos sao caracterizados através de propriedades anti-
inflamatdrias e imunomoduladoras, que fazem com que CTMs sejam escolhidas para
o tratamento de doencas inflamatdrias ou imunomediadas, uma vez que elas podem
atuar na ativacdo de mecanismos que estdo envolvidos na reparacao tecidual de
tecidos lesados (WHITWORTH e BANKS, 2014; MARQUEZ-CURTIS et al.,2015).

As CTM tém sido isoladas e caracterizadas em diferentes tecidos do corpo,
onde se encontram em estado quiescente e sdo responsaveis pela manutencdo da
homeostase dos tecidos, com o seu papel de repor células perdidas por maturacéo,
envelhecimento ou danos (BARRY e MURPHY, 2004).

Essas células foram descritas pela primeira vez por Friendestein (1970), que
isolou células estromais de medula 6ssea de camundongos in vitro, e tém sido
amplamente isoladas de uma variedade de tecidos extramedulares, como pancreas,
tecido adiposo, tecido muscular, periésteo e corddo umbilical (CAPLAN, 1991;
PRENTICE & TARNE, 2007; MONTEIRO et al.,2010).

Acredita-se que a funcdo de CT transplantadas na melhora da regeneracgéo
em tecidos lesados seja atribuida a sua acdo paracrina, ou seja, na liberacdo de
moléculas biotivas como citocinas, fatores de crescimento, além de outras moléculas
em resposta a estimulos inflamatoérios (BOULANGER e SHATZ, 2004). CTMs podem
ser encontradas em nichos ou microambientes especializados que possuem papel
importante na regulacdo do comportamento celular, sobretudo na homeostasia e
reparo tecidual (SCHOFIELD, 1978; VOOG, D’ALTERIO e JONES, 2008).

A medula éssea e o tecido adiposo representam fontes de CTMs com maior
facilidade de acesso, além da alta capacidade proliferativa, quando comparada com
células isoladas de outros tecidos (RUIZ-IBAN et al.,2011). A atividade paracrina de
CTMs derivadas de diferentes tecidos faz com que essas células realizem funcdes
anti-inflamatérias, anti-apoptoticas e antifibréticas, além de induzirem angiogénese,

atividade mitogénica e propriedades regenerativas (CAPLAN, 2007).
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CTMs demonstram compartilhar caracteristicas similares entre as diferentes
espécies, fato que influenciou a aplicacdo desta linhagem celular em estudos
translacionais utilizando modelos animais (HEIDARI et al.,2013). Essas células ja
foram isoladas e diferentes tecidos em ovinos como corddo umbilical, medula 6ssea,
tecido adiposo, fluido amnidtico, polpa dental e ligamento periodontal (CALLONI et
al., 2014).

CTMs derivadas do tecido adiposo possuem caracteristicas similares as
células derivadas da medula 6ssea, como marcadores de superficie e potencial de
diferenciagdo, considerando-se uma alternativa promissora devido a sua alta
disponibilidade, excelente capacidade de expansdo e proliferacdo. Além de
apresentar plasticidade sob condi¢cbes apropriadas (LIN et al.,2004; RAINLY et
al.,2007; NIEMEYER et al.,2010).

2.4. Tecido adiposo

Houve um crescente interesse na biologia do tecido adiposo, que aos poucos
passa a ser visto ndo somente por ser um deposito de armazenamento de lipideos,
mas também pelo fato de os adipdcitos também exercerem uma funcéo no equilibrio
energético e homeostase corporal em geral (VANCE e VANCE, 2002).

A descoberta de CTMs em lipoaspirado humano permitiu o incentivo a
pesquisas que resultaram no desenvolvimento de linhagens celulares a partir do
tecido adiposo humano e também em modelos animais (ZUK et al.,, 2001).
Considerado um tecido conjuntivo com propriedades especiais, o tecido adiposo é
constituido por adipécitos, caracterizado morfologicamente por células grandes,
esféricas e com nucleo excéntrico (ROBBINS e COTRAN, 2005).

Os adipécitos sdo as unidades funcionais e podem ser encontrados
isoladamente ou em grupos participando da formacdo do tecido adiposo, que é
constituido quase inteiramente por essas células. O tecido adiposo subcutaneo é
composto ainda por camadas de tecido conjuntivo, fibras nervosas, estroma
vascular, células imunes, fibroblastos e pré-adipocitos (PACHLER et al., 2007).

Apesar de muitos tecidos serem fontes de CTA, o tecido adiposo representa
uma fonte abundante de células para transplantes, que podem ser mais facilmente

obtidas através de métodos menos onerosos e mais baratos. Neste tecido
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encontram-se células progenitoras que estdo inseridas entre os adipdcitos (GIMBLE
e GUILAK, 2003; YARAK E OKAMOTO, 2010).

O tecido adiposo esta diretamente envolvido na homeostase, metabolismo
energético, funcdo neuroenddcrina, regulacdo imune e protecdo de Orgaos vitais
(LIU, ZHUGE e VELAZQUEZ, 2009). Este tecido deriva-se do folheto embrionério
mesodermal e constitui-se de uma populacdo de células estromais heterogéneas,
como células do masculo liso, células endoteliais vasculares e CT (ZUK et al., 2001).

Os pré-adipdcitos derivam-se de CTE multipotentes de origem mesodérmica e
com capacidade de se diferenciar em outros tecidos. Assim, no organismo adulto,
essas células podem ser ativadas e diferenciadas em adipécitos de acordo com a
necessidade para o armazenamento de gordura seja requerida (GREGOIRE et al.,
1998; SOUZA, ARRUDA e RONDIA, 2009).

O tecido adiposo constitui uma fonte abundante com populagdo homogénea
de CTM de facil cultivo (ANVERSA, SUSSMAN E BOLLI, 2004). Estudos ja
demonstraram o isolamento de CTMs deste tecido em diversos animais domésticos,
como em ovinos (GRZESIAK et al.,2011), caprinos (REN et al.,2012), ratos (BARCO
et al., 2015), suinos (QU et al.,2007), cdes (NEUPANE et al.,2008), gatos (KONO et
al.,2014), equinos (BRAVO et al.,2012).

Na medicina veterinaria regenerativa a utilizacdo de CTMs derivadas do
tecido adiposo é uma das abordagens adotadas em protocolos para o tratamento de
lesbes em tenddes, ligamentos, cartilagens e articulacbes em cdes e cavalos
(FORTIER e TRAVIS, 2011).

Nas ultimas décadas muitos grupos de pesquisa tém focado os seus objetivos
de estudo na caracterizacdo de CTM obtidas de diferentes espécies, dentre essas a
espécie ovina. Entretanto, as principais pesquisas tém sido realizadas com CTM
extraidas da medula 6ssea, quando comparadas com estudos feitos com CTM
derivadas do tecido adiposo (LYAHYAI et al.,2012).

Apesar da populacdo de células extraidas do tecido adiposo possuirem
propriedades funcionais muito similares a CTMs derivadas da medula 6ssea, elas
podem apresentar diferencas na expressao de fatores imunofenotipicos de
superficie celular (STREM et al.,2005).

As CTMs derivadas do tecido adiposo sédo células pds-embrionarias ou
adultas com capacidade de diferenciagdo em tecidos conjuntivos de linhagens

celulares nédo hematopoiéticas (REN et al.,2012). Essas células podem ser
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encontradas ao longo de toda vida, assim, a perda de adipdcitos resulta em
mecanismos de retroalimentacdo, que restauram os niveis lipidicos e o numero de
adipdcitos perdidos por dieta ou cirurgicamente (VANCE e VANCE, 2002).

2.5. Cultivo celular

As propriedades de tipos celulares como as CT levaram ao desenvolvimento
de métodos para isolar e caracterizar CTM derivadas de diversos tecidos (MALEKI et
al., 2014). Assim, CT podem ser coletadas e cultivadas in vitro para estudo de sua
utilizacao terapéutica (DONOVAN e GEARHART, 2001).

O cultivo de células pode ser utilizado para diversos fins, dentre eles a
producdo e manutencdo de células de origem hematopoiética, diagnostico de
agentes patologicos, producdo de reagentes e vacinas, teste de farmacos,
preservacao de material genético e estudos com CT (LEON-QUINTO et al., 2011).

E possivel, in vitro, isolar as células-tronco, sob condi¢des adequadas induzir
seu cultivo e sua proliferacdo, como também estudar as funcbes e mecanismos
celulares de sinalizacdo. Alguns estudos tém realizado estas etapas, como também
a manipulacdo da capacidade de diferenciacdo destas células em diversos tecidos
do organismo. Avalia-se também o desenvolvimento destas células em diferentes
meios de cultivo, com o objetivo de viabilizar o uso dessas estratégias na
biotecnologia e terapia celular (YUSPA, 1998; AMORIN et al., 2012).

As CT podem ser isoladas dos tecidos utilizando-se métodos enzimaticos ou
até mesmo pela separacdo por gradientes de concentracdo. Conforme Carrel e
Burrows (1910) também é possivel extrair as células pelo método de explante, as
células do fragmento inicial, previamente aderido a placa de cultivo, migram para
fora do tecido a partir da periferia do fragmento, aderindo-se e se multiplicando sobre
a placa de cultura.

As células podem ser cultivadas em meios de cultura, que permitem o estudo
do comportamento e metabolismo celular em condi¢des melhores definidas do que
no corpo do animal. As culturas possibilitam o estudo de movimentos celulares, da
mitose, da acdo de diversas substancias sobre as células e da secrecdo pelas
células, de produtos que irdo acumular-se no meio de cultura, condicionando-o
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).
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Os elementos constituintes dos meios de cultura sdo fundamentais para o
desenvolvimento celular, em qualidade e quantidade, pois este fator provém
condicdes fisiologicas necessarias para o cultivo das células (ZHU, 2012).

CTMs sao frequentemente isoladas e cultivadas em meio de cultura
enriquecido, e apresentam dentre outras caracteristicas a adesdo ao plastico.
Células sanguineas também podem aderir, mas, com as varias trocas do meio de
cultura e apés algumas passagens em cultura, sdo removidas, juntamente com a
eliminacdo da maior parte das células contaminantes do cultivo e debris celulares,
gue permanecem em suspensao (JAVAZON, BEGGS e FLAKE, 2004; BYDLOWSKI
et al. 2009).

Quando cultivadas durante periodos prolongados, a expansdo in vitro de
CTMs pode causar alteracdes significativas em caracteristicas fenotipicas, como
morfologia alterada e diminuicdo da proporcdo nucleo-citoplasma, e na plasticidade
destas células (COLOSIMO et al.,2013). O que pode inviabilizar o transplante de
células cultivadas in vitro em longo prazo. Conforme Bonab et al. (2006) as CTM
isoladas da medula 6ssea demonstraram anormalidades morfologicas apds 3 meses
de cultivo.

Uma possibilidade para manter células em passagens iniciais por longos
periodos é a criopreservacdo. Uma ferramenta biotecnol6gica, que permite a
preservacdo de CTMs por longos periodos, permitindo também a viabilidade destas
células apds armazenamento ou transporte. Esta etapa exige alguns cuidados
especiais para evitar que haja danos a integridade celular ou lise das células.
Portanto, deve-se ter conhecimento sobre as respostas das CTMs para as
mudancas fisicas que o congelamento ocasiona, de modo a minimizar lesdes e
permitir o melhor aproveitamento de CTMs funcionais (MARQUEZ-CURTIS et al.,
2015).

2.6. Proliferacédo e diferenciacdo celular

As CTMs podem contribuir para melhorar a regeneracao tecidual através da
diferenciacdo em células especificas de um tecido no qual sdo implantadas, como
também pela secrecdo de fatores que otimizam a fungdo das células adjacentes
(MURPHY et al.,2003).
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A propriedade de auto-renovacao das CT € expressa por dois tipos de divisdo
celular, simétrica e assimétrica. Na divisdo simétrica, as CT originam duas células
indiferenciadas e com caracteristicas idénticas. Ja na divisdo assimétrica, algumas
CT podem gerar CT indiferenciadas, ao tempo que outras geram somente células
comprometidas em se diferenciarem (SANDERS et al.,2006).

A diferenciacdo ocorre quando uma célula assume nova morfologia e
caracteristica funcional. CT adultas podem ser induzidas a este processo a partir da
administracdo de fatores de crescimento e agentes indutores, presentes em meios
de cultura especificos (THEISE e KRAUSE, 2002; WURMSER, PALMER e GAGE,
2004).

Dentre os constituintes do meio de cultura, o SFB pode influenciar na
proliferacdo celular. Diferentes concentracdes podem interferir na qualidade,
funcionalidade, imunomodulacdo e potencial de diferenciacdo das CTMs in vitro
(HEIDARI et al.,2013).

Além de poder ser feita com a intencédo de desenvolver aplicabilidade clinica,
como na regeneracdo de tecidos lesados, a diferenciacdo celular, ainda pode ser
induzida em busca de conhecimento sobre processos biolégicos que ocorrem no
interior dessas células (GRZESIAK, 2011). O potencial de diferenciacdo de CTMs
pode ser confirmado pela inducdo da diferenciacdo em osteoblastos, adipdcitos e
condrécitos sob condi¢cdes apropriadas de cultura (HEIDARI et al.,2013).

Para obtencdo de uma linhagem celular osteogénica, por exemplo, uma
camada confluente de células-tronco mesenquimais deve ser incubada em meio
indutor que contenha reagentes especificos, tais como B-glicerofosfato, acido
ascorbico e dexametasona, por um periodo de 2-3 semanas (ZHANG et al.,2008)

E possivel realizar a caracterizacdo fenotipica de CTMs, a partir da utilizac&o
de um conjunto de anticorpos monoclonais capazes de avaliar a expressao de
antigenos de superficie normalmente expressos por células-tronco. Através de
protocolos utilizando, por exemplo, o citbmetro de fluxo, ha como avaliar este
parametro (DOMINICI et al., 2006).

A diferenciacdo de CTA € desencadeada por estimulos bioquimicos
produzidos pelo microambiente em que a célula se encontra. Acredita-se que esses
estimulos sejam gerados por citocinas que podem modular a atividade celular
(TAKAHASHI et al., 2007).
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Diferentes tecidos adultos diferem quanto a proporcao de células proliferativas
e quanto a natureza do comportamento de diferenciagdo, bem como mesmos
tecidos que ndo possuam a capacidade de auto-renovagcdo possam conter células
estaminais (ZHAO et al., 2008).

Ha forte evidéncia de que o comportamento das CT seja intensamente
influenciado pelo seu local de desenvolvimento ou nicho, de modo que as células
podem dividir-se simetricamente gerando duas CT ou duas células diferenciadas. Ha
possibilidade dela dividir-se de forma assimétrica resultando em uma CT e uma
célula diferenciada. Diferentes componentes do nicho celular podem estar presentes,
tais como matriz extracelular, células bastante préximas as CT, fatores de
crescimento secretados e fatores fisicos, representados pela tensdo de oxigénio,
rigidez e alongamento (MORRISON e SPRADLING, 2008; WATT e DRISKEL, 2010).

O nicho € caracterizado por todos os fatores que efetivamente estdo préximos
as CT quando elas se encontram em seu estado indiferenciado, incluindo as demais
células que estdo em contato direto, matriz extracelular e moléculas solluveis ou
ligadas. Todos esses fatores mantém as CT em estado indiferenciado. De acordo
com a necessidade de regeneracdo tecidual, uma série de sinais pode ser
desencadeada no nicho para que a célula expresse, prontamente, o seu potencial de
diferenciacdo (KOLF, CHO e TUAN, 2007).

A busca pelo conhecimento do comportamento de células-tronco derivadas do
tecido adiposo de ovinos, bem como da sua capacidade de proliferacdo in vitro pode
ser 0 passo inicial para aplicacdo de biotecnologias com base em CT nos animais da

regido semiarida.
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3. JUSTIFICATIVA

A caprinocultura e a ovinocultura tém se destacado no agronegdécio brasileiro,
com representatividade em varios estados. Neste cenario, ha principalmente uma
concentragdo na regido de Petrolina do total de ovinos criados no estado de
Pernambuco. O aumento na busca e o0 interesse pelo desenvolvimento da
ovinocultura torna necessario o estudo de técnicas que possam aumentar o
aproveitamento de animais que possuem altos padrées genéticos.

A aplicagcdo de biotecnologia na criagcdo de ovinos tem sido implantada
progressivamente de modo complementar a praticas de manejos sanitario,
nutricional e reprodutivo, buscando o sucesso da exploracdo, mesmo diante das
adversidades impostas pelas condicdes climaticas da regiao.

Ha uma grande relevancia no conhecimento de ferramentas biotecnoldgicas
que podem ser utilizadas com uma perspectiva terapéutica em diversas lesdes que
possam acometer os diversos tecidos desses animais, tendo como base 0s recursos
locais. Ovinos sdo comumente utilizados como modelo animal em pesquisas
biomédicas e aos poucos ganham espaco como modelo para pesquisas envolvendo
células-tronco.

O uso da terapia celular em animais da regido semiarida somente sera
estabelecido se anteriormente forem conduzidos trabalhos que isolem as células-
tronco dos exemplares de racas criadas na regido. A realizacdo deste tipo de estudo
além de produzir mais conhecimentos a cerca desta tematica, podera aumentar as
possibilidades de aplicacdes clinicas desse tipo celular.

Além disso, devem-se estabelecer protocolos padronizados para o
isolamento, cultivo e caracterizacao celular que alcancem os melhores resultados na
espécie ovina, para que seja subsidiada a aplicabilidade a um médio prazo da
técnica de modo a promover o desenvolvimento de novos protocolos terapéuticos

para diversas patologias que acometem os animais domésticos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Estabelecer um protocolo de isolamento, cultivo e caracterizacdo morfolégica

de células-tronco mesenquimais obtidas do tecido adiposo de ovinos SPRD criados

na regido Semiarida do Submeédio Sao Francisco.

4.2. Objetivos especificos

1. Isolar fragmentos do tecido adiposo de ovinos SPRD;

2. Estabelecer técnica de cultivo de CTMs;

3.

4. Avaliar a viabilidade das células isoladas e o desempenho destas em cultivo,

Realizar a caracterizacdo morfolégica das CTMs;

sob os aspectos de proliferacdo e contaminacgao;

Avaliar a capacidade de diferenciagcao das linhagens celulares mesodermais.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Consideracdes éticas

O projeto foi submetido ao Comité de Etica e Deontologia em Estudos e
Pesquisas da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco e foi aprovado em
outubro/2014 sob o Protocolo n® 0011/021014.

5.2. Local de execucao e amostra experimental

A obtencdo das amostras a partir dos animais foi realizada com a prévia
ciéncia do Abatedouro Municipal de Petrolina-PE sobre o carater experimental do
estudo, firmada em carta de anuéncia entre o grupo de pesquisa e a direcdo do
abatedouro.

Assim, a coleta das amostras de tecido adiposo foi realizada em ovinos
SPRD, provenientes de propriedades de Petrolina e regido. Os fragmentos de tecido
adiposo foram coletados de diferentes animais da espécie ovina (Ovis aries), higidos
e aptos a serem abatidos. A coleta foi realizada durante o fluxo de abate, entre os
estagios de sangria e esfola, totalizando 10 fragmentos amostrais de animais
diferentes e de ambos o0s sexos.

A coleta foi realizada uma vez, porém as 10 primeiras amostras foram
contaminadas. Na segunda vez, realizou-se a coleta de duas amostras que nao
contaminaram. Assim, as duas amostras foram utilizadas para realizar os ensaios

deste experimento.

5.3. Coleta e remessa ao laboratério

A coleta foi realizada no turno da noite, logo ap6s o inicio do abate dos
animais. As amostras obtidas dos animais foram manipuladas separadamente,
porém no mesmo dia de processamento. Os fragmentos de tecido adiposo
subcutédneo foram coletados a partir da excisdo do tecido localizado na regiédo
abdominal dos animais, com auxilio de material cirdrgico (pinca e tesoura

anatdmicas) esterilizado.
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Em seguida, os fragmentos de tecido adiposo com aproximadamente 0,5 cm?
foram submetidos a lavagem em soro fisiolégico suplementado com 50 pg/mL de
gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, Brasil), etapa realizada para prevenir a
ocorréncia de contaminacfes do material coletado e, posteriormente, durante o
cultivo das células.

ApoGs a lavagem, cada fragmento foi individualmente depositado em tubos
Falcon de 50 mL esterilizados contendo 20 mL de meio Eagle modificado por
Dulbecco - DMEM (Sigma Chemical Co., EUA) suplementado com 50 pg/mL de
gentamicina. Todas as etapas foram executadas mediante aplicacdo de préticas
assépticas de modo a evitar qualquer tipo de contaminagdo das amostras.

Os tubos foram vedados com plastico adesivo (Parafiim®) e acondicionados
em caixa térmica a uma temperatura entre 4 e 8° C, sendo, posteriormente,
remetidos ao Laboratorio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI), onde
se realizou o processamento das amostras apds 10 horas da coleta.

5.4 Isolamento de células-tronco derivadas do tecido adiposo

O processamento das amostras deste estudo foi conduzido na sala de cultivo
celular do Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (Figura 2) do
Centro de Pesquisas Goncalo Moniz (CPqGM) — da Fundacdo Osvaldo Cruz

(Fiocruz) situado em Salvador-Bahia.

O isolamento e cultivo das células foram baseados em protocolos jA bem
descritos na literatura, a exemplo de Nardi e Meirelles (2006). O meio de cultura
utilizado foi DMEM suplementado com soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, SP,
Brasil) a 10%, bicarbonato de sddio (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 7,5%, piruvato de
sédio 1 mM, L-glutamina (Sigma) 2 mM, 50 ug/mL de gentamicina, 100 ug/mL de
estreptomicina e 30 pyg/mL de penicilina (Sigma) e 2,5 ug/mL anfoterecina B (Gibco

Laboratories, Gaithersburg, EUA).
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Figura 2 - Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia do Centro

de Pesquisas Gong¢alo Moniz.

No laboratério, as amostras foram processadas sempre em capela de fluxo
laminar vertical de modo a evitar a contaminacao. Os fragmentos de tecido adiposo
foram retirados dos tubos de origem e, primeiramente submetidos a diversas
lavagens em tubo Falcon de 50 mL contendo solugdo tampédo fosfato salina
suplementada com antibiéticos (100 pg/mL de estreptomicina e 60 pg/mL de
penicilina).

Ap6s a lavagem, os fragmentos (de aproximadamente 0,5 cm? foram
depositados em tubos Falcon contendo meio DMEM incompleto, ou seja, sem adi¢ao
de SBF, com solucéo de tripsina 0,25% (Invitrogen, Brasil), na proporcdo 1:1, no
volume final de 20 mL. Realizou-se entdo o corte mecanico das amostras
fragmentares com auxilio de tesoura anatdmica, previamente esterilizada, até reduzir
o tamanho dos fragmentos a cerca de 1 mm3.

Apbs o fracionamento, os tubos foram postos em banho-maria a 37° C, para
otimizar a acdo enzimatica da tripsina no tecido, onde permaneceram durante 45
minutos. A cada 5 minutos, os tubos foram homogeneizados em agitador mecanico
para que a reacao enzimatica ocorresse de maneira uniforme em toda superficie dos

fragmentos. Em seguida, adicionou-se meio DMEM suplementado com SBF para
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interrupcdo da acgdo enzimatica. Posteriormente, os tubos foram submetidos a
centrifugacéo a 462 g a 4°C, durante 10 minutos.

O pellet obtido foi coletado e depositado em tubos de 15 mL, e submetidos a
mais trés centrifugacdes e ressuspensdes. Depois deste procedimento, as células

foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM suplementado.

5.5 Cultivo de células-tronco derivadas do tecido adiposo

A suspensado celular obtida foi distribuida em placa de 24 pocos (TPP,
Trasadigen, Suica), em 1 mL/ poco de meio DMEM suplementado com 10% de SBF,
100 pg/mL de estreptomicina e 60 pg/mL de penicilina, e mantidas em estufa
umidificada a 37° C com 5% de CO, para aderéncia aos pocos e proliferacéo celular.

Apos 24 horas, o meio foi descartado, realizou-se a lavagem com solucéo
salina estéril e adicionou-se meio DMEM suplementado com 2,5 pg/mL de
anfotericina B, descartando as células em suspensdo e nao aderentes ao plastico da
placa. Essa manutencdo das placas repetiu-se a cada dois dias. Apos sete dias de
cultivo e das células atingirem confluéncia quase total (90-100%) realizou-se a

expansao da cultura pela primeira vez, permitindo a continuidade da proliferacéo.

5.6. Viabilidade celular

A viabilidade das CTMs p6de ser avaliada através da aplicacdo do teste de
exclusdo do corante Azul de Trypan utilizando camara de Neubauer®. Apdés
tripsinizacdo e centrifugacdo das CTMs, o pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio
DMEM, uma aliquota de 10 pyL das células foi diluida em solucdo com Azul de
Trypan a 1% e realizada a contagem das células viaveis, ou seja, as células néo
coradas em azul (BUNNEL et al.,2008;BRAVO et al. 2012). As células foram
plagueadas na concentracdo de 1x10* células/mL.

O acompanhamento do processo de isolamento, desenvolvimento da cultura
e a caracterizacdo morfologica das células isoladas foram realizados utilizando um
microscopio invertido CKX 41 (OLYMPUS). A caracterizagdo morfologica e descritiva
foi realizada através do acompanhamento das culturas, por microscopia Optica

durante todo o experimento.
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5.7. Expanséo de CTMs derivadas de tecido adiposo

As células aderentes foram desprendidas da superficie plastica. Apds troca do
meio por solucdo salina estéril e sua retirada, adicionou-se solucdo de tripsina a
0,25% (Invitrogen, Brasil) em cada po¢o. Em seguida, a placa foi incubada durante 5
minutos em estufa a 37°C, 5% CO, para que ocorresse o0 desprendimento das
células da superficie da placa pela acdo enzimatica.

Apés observar em microscopio Optico invertido que houve o desprendimento
das células, adicionou-se meio DMEM suplementado com SBF a 10% aos pogos
para interrupcdo da acdo enzimética. Assim, com auxilio de pipeta, o conteudo de
cada poco om as células em suspenséo foi depositado em tubo Falcon de 15 mL,
gue foi submetido a centrifugacédo a 1500 RPM durante 5 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido e
depositado em garrafas de cultura de 25 cm? com filtro, as quais foram adicionados 5
mL de meio DMEM suplementado com SBF a 10% e antibiéticos (100 pg/mL de
estreptomicina e 60 pg/mL de penicilina). A cultura das CTMs derivadas do tecido
adiposo foi mantida em estufa umidificada a 37° C com 5% de CO,. Realizou-se a
troca de meio a cada 2-3 dias e a expansao das células foi feita cada vez que a
cultura atingiu cerca de 80-100% de confluéncia, sendo que na 22 passagem as
células foram expandidas para garrafas de 75 cm?, e a partir da 32 passagem todas

as culturas foram expandidas em garrafas de 125 cm2.
5.8. Andlise citoquimica de CTMs — Pandético Rapido

As CTMs em 32 passagem foram cultivadas sobre laminulas em placa de 24
pocos ha concentracido de 1x10* célula/ mL e incubadas em estufa umidificada a 37°
com 5% de tensdo de CO,, durante 24 horas. Apos 24 horas, realizou-se lavagem
dos pocgos com solugdo salina estéril e a fixagdo das células com alcool absoluto por
10 min, 44 °C.

As laminulas foram retiradas dos pocos e coradas com Kit Pandtico Rapido
LB. As laminulas foram submersas durante 10 segundos em cada uma das trés
solucdes do kit e em seguida foram lavadas com agua deionizada. ApGs secarem ao

ar na posicéao vertical, foram montadas em laminas para posterior visualizag¢ao.
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5.9. Processamento de CTMs — Microscopia eletronica de varredura

Andlise morfologica das CTMs foi avaliada de forma descritiva por Microcopia
eletrbnica de varredura. As CTMs em 32 passagem foram cultivadas sobre laminulas
em placa de 24 pogos na concentragdo de 1x10* cél/mL e incubadas em estufa
umidificada & 37° com 5% de tensdo de CO, durante 24 horas.

Apoés 24 horas, as laminulas foram fixadas com com o tamp&o Karnovsky:
glutaraldeido 2,5%, parafomaldeido 4% e tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M (pH
7,4), em temperatura ambiente. Em seguida, foram submetidas a trés lavagens em
tampdo cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,4) com duracdo de 5 minutos cada a
temperatura ambiente. Realizou-se a adesdo das células a laminulas previamente
recobertas com poli-L-lisina (Sigma).

Posteriormente, as células foram pos-fixadas durante 30 minutos em solucao
de tetréxido de d6smio 1% e tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,4) em
temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas 3 vezes em tampéo cacodilato de
sédio 0,1 M (pH 7,4) com duracdo de 5 minutos cada lavagem a temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram gradativamente desidratadas em
concentracbes crescentes de etanol (30, 50, 70, 90, e 100%), sendo que nas 4
primeiras concentracdes, foram realizadas durante 15 minutos e, na ultima, foram 2
banhos de 10 minutos cada.

As células foram entdo submetidas ao ponto critico, etapa que consiste na
secagem final da amostra. As amostras foram depositadas na camara de ponto
critico que realizou ciclos de lavagens com CO; liquido até a remocao total do etanol.
Apods a eliminacdo do etanol, a camara foi aquecida & 40 °C, até todo o gas
carbdnico do sistema evaporar. Posteriormente, as células foram montadas em
suporte (STUBS), metalizadas com ouro durante 5 minutos e observadas em
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-6390LV a 10 kV em unidade de
microscopia eletrénica - UME do CPgGM — FIOCRUZ -, onde as imagens foram

adquiridas.

5.10. Criopreservacao de linhagem de CTMs

Realizou-se a tripsinizacdo em garrafas com ceélulas em 42 passagem para

proceder a criopreservacao de linhagens celulares utilizadas no experimento. Apos o
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desprendimento da superficie plastica, o contetdo da garrafa foi coletado em tubo
falcon de 15 mL, que foram submetidos a centrifugacdo a 1500 rpm durante 5
minutos. Apés o descarte do sobrenadante, o pellet foi resuspenso em 1 mL de soro
fetal bovino para a contagem e viabilidade celular.

Em seguida, as células foram depositadas em criotubos a concentragdo de
1x10® em solugdo de congelamento composta por 90% de SFB e 10% de
dimetilsulféxido (DMSQO) com volume final de 1 mL por criotubo. Os criotubos foram
identificados e, imediatamente, transferidos para caixas de policarbonato e
permaneceram em freezer a -20°C por cerca de 1 hora, sendo posteriormente

armazenados em freezer a -80°C, onde permaneceram durante 60 dias.

5.11. Descongelamento de CTMS

Os criotubos foram retirados do freezer -80°C, e descongelados em banho-
maria a -37°C. Em seguida, o conteudo do criotubo foi depositado em tubo falcon
com 10 mL de meio DMEM e submetido a centrifugacao a 1500 rpm por 5 minutos.
Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido.
Realizou-se a contagem e a viabilidade das células, que foram depositas em
garrafas de cultivo de 25 cm2 com 5 mL de DMEM e incubada por 24 em estufa a
37° C e 5% de CO,,

5.12. Ensaio de proliferacdo celular

As CTMs de ovino (1 x 10* células/poco, em 200 pL) foram cultivados em 6
pocos com meio DMEM na placa de 96 pocos por 48, 72 ou 96 horas em estufa a
37° C e 5% de CO,. Apbs os respectivos periodos de incubacéo, foi adicionado as
culturas, 1 UCi de *H-timidina (Perkin Elmer, Walthram, MA), dando inicio a um novo
periodo de 18 horas de incubacéo em estufa a 37° C e 5% de CO..

Apoés esse periodo, realizou-se a quantificacdo da proliferacdo, atraves da
determinacao da incorporacéao de 3H-timidina ao DNA celular nos diferentes tempos
de incubacdo. O conteudo da placa foi coletado, automaticamente, em coletor
multiplo, através do qual as células foram transferidas da placa do experimento para
uma placa filtro, que mantém a fita de DNA radioativa.

Em seguida, a placa filtro foi submetida a secagem overnight, e no dia

seguinte adicionou-se 50 pL de liquido de cintilagdo. A leitura da placa foi realizada



37

em contador de radiacdo beta (Multilabel Reader, Finland), que possibilita a
quantificacdo da 3H-timidina incorporada a partir de contagens em CPM (contagem
por minuto), unidade de medida de radiacdo, sendo o resultado expresso em

planilhas com os valores de cada poco.
5.13. Ensaio de diferenciacéo adipogénica

Células foram plaqueadas em placa de 6 pocos na concentragao de 5x10*
células/pogo, em 2 mL meio DMEM. ApGs 24 horas, realizou-se a troca do meio por
DMEM suplementado com 60 mM de indometacina, 0,5 mM dexametasona e 0,5
mM de isobutilxantina (Sigma). Um dos pocos foi utilizado como controle, 0 meio
deste poco era trocado apenas por meio DMEM. O meio de cultura foi trocado a
cada trés dias.

Apés a inducdo da diferenciacdo, durante 15 dias, os pocos foram lavados
trés vezes com solucdo PBS. Em seguida, foram fixados com 3 mL paraformaldeido
4% durante 1 hora e depois os pocos foram lavados com solucdo PBS. Adicionou-se
2 mL/poco da solucdo com Oil Red (Sigma-Aldrich) e apds 10 minutos realizou-se
mais uma lavagem com PBS. Os po¢os puderam ser visualizados por microscopia

Otica para confirmacédo da coloracao, avaliacao qualitativa e registro das imagens.

5.14. Ensaio de diferenciacdo osteogénica

Células foram plaqueadas em placa de 6 pocos na concentracdo de 5x10*
células/poco, em 2 mL meio DMEM. Apés 24 horas, realizou-se a troca do meio por
DMEM suplementado com 10 mM de B-glicerol fosfato, 0,05 mM de acido ascorbato
fosfato e 100 nM de dexametasona (Sigma-Aldrich). O po¢co com controle era
trocado apenas por meio DMEM. O meio de cultura foi trocado a cada trés dias.

Apos a inducdo da diferenciacdo, durante 15 dias, os poc¢os foram lavados
trés vezes com solucdo PBS. Em seguida, foram fixados com paraformaldeido 4%
durante 1 hora e os poc¢os foram novamente lavados com solu¢cdo PBS. Adicionou-
se 2 mL/poco da solugdo com Alizarina Red (pH=4,2, Sigma-Aldrich) e apés 10
minutos realizou-se mais uma lavagem com PBS. Os pocos puderam ser
visualizados por microscopia Optica para confirmacdo da coloracdo, avaliacéo

qualitativa e registro das imagens.
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5.15. Anélise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada através do software
GraphPad Prism versdo 5.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA EUA), sendo
adotado um padréo de significancia onde p<0,05.
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6. RESULTADOS

As células foram isoladas do tecido adiposo subcutdneo de ovinos e
expandidas em culturas confluentes de células aderentes, que apresentaram
morfologia fibroblastéide, capacidade de formar colbnias em monocamada e

auséncia de contaminacgéo (Figura 3 e Figura 4).

Figura 3 - CTMs provenientes de tecido adiposo ovino visualizadas por
microscopia optica. (A) Cultura priméaria de células com morfologia pouco definida
e presenca de estruturas ndo aderidas (seta vermelha) apos 3 dias de cultivo. (B)

Células em 32 passagem apos 15 dias de cultivo, no aumento de 100X. (C) Células

aderentes (aumento de 200X) com morfologia fibroblastéide (seta preta).
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Figura 4 — Tubos com células extraidas do tecido adiposo apoés centrifugacao.

Pellet formado por células isoladas no fundo dos tubos, indicado pela seta preta.
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Apbs 24 horas do inicio do cultivo celular, p6de-se observar que a cultura
priméria era composta por uma populacdo celular heterogénea, com células
apresentando formato arredondado, iniciando o processo de adesao ao plastico.
Células nao aderidas foram eliminadas apés a manutencao das garrafas durante a
troca dos meios, que era antecedida de lavagem das culturas com Solugdo Salina

estéril.

Figura 5 - Crescimento celular em monocamada aderente ao plastico
visualizado por microscopia Optica. (A e B) Morfologia fibroblastéide (setas

brancas) celular estavel atingindo confluéncia total no aumento de 400X.




42

No segundo dia, foi possivel observar que as células aos poucos se tornavam
mais alongadas, e nos outros dias, a monocamada de células aderentes ao plastico
tornava-se cada vez mais homogénea. Apds a primeira semana de cultivo celular,
constatou-se a presenca de algumas células aderentes com morfologia

fibroblastoide e que eram capazes de formar colénias em monocamada (Figura 5).

Figura 6 - Morfologia de CTMs isoladas do tecido adiposo ovino visualizadas
por microscopia o6ptica. (A) Cultura de CTMs esparsas com morfologia
fibroblastéide (seta), (B) células apresentando semi-confluéncia. (C e D) CTMs com

bastante proliferacéo celular.
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Apébs a expansdo em 32 passagem, as colonias de células apresentavam-se
morfologicamente homogéneas e a quantidade de células era suficiente para a
realizacdo dos experimentos (Figura 6). Assim, as células entre a 32 e 5% passagem
foram utilizadas nos demais ensaios deste estudo.

Todas as células isoladas a partir de amostras obtidas dos dois animais
apresentavam morfologia fibroblastéide, que se preservou apos 15 passagens em
cultura, correspondente a 90 dias de cultivo, e ap0s a criopreservacao das ceélulas
depois de 60 dias. Este tempo € significativo para considerar a presenca de células
com comportamento caracteristico de células-tronco mesenquimais.

ApGs a criopreservacdo, as células foram capazes de estabelecer unidades
formadoras de colbnia que originaram uma monocamada de células aderentes com
boa capacidade proliferativa, que foram expandidas algumas vezes. Contudo, foi
necessario um tempo maior, cerca de 12 dias, para a cultura primaria atingir
confluéncia total.

Ao longo de todo o experimento, equivalente a trés meses, as culturas
desenvolveram-se bem, sendo que as células evidenciaram pouca ou quase
nenhuma alteracdo morfolégica perceptivel, como auséncia de granulos ao redor
dos nucleos, vacuolos citoplasmaticos, reducdo da proporcdo nudcleo-citoplasma e
destacamento das células da superficie da garrafa, que poderiam significar presenca
de algum fator citotéxico ou provaveis sinais de senilidade.

A analise citoquimica da cultura permitiu a visualizacdo do arranjo das
colénias celulares, constituidas por células bem definidas, com estruturas bastante
delimitadas, nucleos centrais e bem arredondados (Figura 7).
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Figura 7 - Caracteristicas morfoldégicas de CTMs coradas em Panédtico R4pido

visualizadas por microscopia optica. Células aderentes com formato fusiforme

(seta preta). Células confluentes (seta vermelha) nucleos grandes, integros e
centralizados (contorno tracejado vermelho). (A) 100X, (B) 200X, (C) 400X e (D)
1000X.
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A microscopia eletrénica por varredura permitiu a visualizacdo e registro dos
detalhes ultraestruturais (Figura 8) das CTMs, como as projecdes citoplasmaticas,

gue puderam ser bastante evidenciadas (Figura 9).

Figura 8 - Micrografia eletronica de varredura de CTMs isoladas do tecido
adiposo. Células fibroblastdides com estabilizacdo da morfologia celular
apresentando projecdes citoplasmaticas.

Fiocruz
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Figura 9 - Micrografia eletronica de varredura de CTMs isoladas do tecido
adiposo. Célula-tronco mesenquimal evidenciando a morfologia fibroblastéide e os

detalhes dos prolongamentos citoplasmaticos de tamanhos variados.

Fiocruz
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Determinou-se a taxa de proliferacdo celular através da andlise de
incorporacdo da 3H-timidina em culturas de CTMs. E possivel notar que quanto
maior o tempo de cultivo das células, maior € a taxa de incorporacéo da 3H-timidina
nas CTMs (Figura 10), demonstrando a capacidade de proliferacdo das células
isoladas neste estudo, pela ocorréncia de maior sintese de DNA em células

cultivadas em intervalo de horas mais longo.

Figura 10 — Gréfico demonstrativo da taxa de incorporacao de 2H-timidina pelas
CTMs. As CTMs foram cultivadas em meio DMEM com 3H-timidina e incubadas
durante tempos diferentes. Pode-se visualizar a taxa de proliferacdo nos respectivos
tempos de incubacéo (48, 72 e 96 horas) pela quantidade de 3H-timidina incorporada
ao DNA celular (*** = p<0,05).
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A capacidade das CTM de se diferenciar em osteoblastos e adipécitos, ou
seja a sua multipotencialidade foi demonstrada in vitro apos a inducdo de células
em 52 passagem através dos métodos descritos. Apos 15 dias em meios de inducéo
pbde-se verificar o potencial de diferenciacdo das CTMs extraidas do tecido adiposo
de ovinos.

A capacidade de diferenciacdo osteogénica foi confirmada através da
coloracdo dos depdsitos de calcio pelo Alizarin Red, que pode ser observada em
todos os pocos com CTMs que foram cultivados com meio osteoindutor. O pogo de
CTMs utilizado como controle ndo foi marcado pelo Alizarin Red (Figura 11).
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Figura 11 - Diferenciacdo osteogénica de CTM derivadas do tecido adiposo de
ovino visualizada por microscopia 6ptica. (A) Células indiferenciadas no grupo
controle cultivadas em meio DMEM. (B, C, D, E e F) Células diferenciadas cultivadas
em meio indutor de diferenciacdo osteogénica e coradas com Alizarin Red,
evidenciando a mineralizagdo da matriz extracelular (A, B, C e D em aumento de
200X / E e F em aumento de 400X).
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Do mesmo modo, pbde-se confirmar a capacidade de diferenciacao
adipogénica de CTMs pela visualizagdo de goticulas de lipideo intracitoplasméticas
coradas em vermelho pelo Oil Red em todos os poco contendo CTMs que foram
cultivadas em meios de inducédo adipogénica (Figura 12).

As propriedades mesenquimais das células isoladas foram avaliadas a partir
do potencial de diferenciacdo in vitro destas células em linhagens celulares
osteogénicas e adipogénica. A caracterizacdo imunofenotipica tornou-se inviavel

pela auséncia de kits com anticorpos especificos para espécie ovina.
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Figura 12 - Diferenciacédo adipogénica de CTM derivadas do tecido adiposo de
ovino visualizada por microscopia confocal. (A) Grupo Controle com células
indiferenciadas cultivadas em meio DMEM. (B,C e D) Células diferenciadas

cultivadas em meio indutor de diferenciacdo adipogénica e coradas pelo Oil Red,

gue evidencia as goticulas lipidicas intracelulares (setas pretas) em aumento de
200X.
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7. DISCUSSAO

O isolamento de CTMs a partir do tecido adiposo de ovinos obtido durante o
fluxo do abate foi alcancado, sendo possivel obter células-tronco com boa taxa de
proliferagcéo, livres de contaminagao e com capacidade de diferenciacdo em outros
tipos celulares. Ao realizar a coleta dos fragmentos do tecido adiposo no local de
abate, deve-se tomar cuidados com relacdo a assepsia do material de coleta e do
responsavel pela mesma.

A éarea suja da sala de abate no abatedouro constitui-se um ambiente com
elevado risco de contaminacdo para as amostras, pois nestas areas realiza-se a
sangria e a retirada da pele dos animais abatidos. Neste momento pode haver
contato do tecido adiposo subcutaneo com pelos, fezes e/ou sangue. A lavagem dos
fragmentos pode ter sido fundamental para que ndo houvesse a contaminagao das
amostras permitindo o estabelecimento da cultura primaria.

A técnica utilizada para extracdo das CTMs de tecido adiposo de ovinos
demonstrou-se simples, rapida e eficiente, pois, nesse estudo, foi possivel realizar o
isolamento das mesmas. Apesar da recuperacao de pouca quantidade de células,
gue pdde ser visualizado pelo discreto pellet obtido apds a centrifugacéo, as células
recuperadas foram suficientes para formar a cultura priméaria das CTMs utilizadas
neste experimento. O tempo entre a coleta e o isolamento dos fragmentos pode ser
um fator a se considerar com relagdo a quantidade de células recuperadas,
entretanto este quesito ndo foi avaliado neste estudo. Mesmo havendo um total de
10 horas entre a coleta e o isolamento das CTMs o objetivo deste trabalho p6de ser
alcancado.

A regidao anatbmica escolhida para a coleta do tecido adiposo é justificada
pelo facil acesso, rapidez na coleta e baixo risco de contaminacdo. Assim, nao
houve interferéncia da coleta no fluxo do abate dos animais, nem na qualidade da
carne. Assim como neste estudo, Quimby et al. (2013) realizaram o isolamento de
CTMs a partir do tecido adiposo subcutaneo na regido abdominal ventral em gato, ja
Carvalho et al. (2013) isolaram CTMs do tecido adiposo da regido inguinal de ratos.

Niada et al. (2013) demonstraram o isolamento e cultivo de CTMs obtidas do
tecido adiposo de duas regides anatdbmicas distintas em suinos, regido subcutanea
inter-escapular e tecido adiposo bucal. Células de ambas as origens apresentaram

caracteristicas de CTMs. Ren et al. (2012) realizaram o isolamento, expanséao e
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diferenciacdo de CTM derivadas do tecido adiposo da regido inguinal de caprinos e
do epididimo de ratos, comprovando que as células isoladas eram de fato CTMs.

A cada manutencdo das culturas, troca do meio e lavagem com solucao
salina, a cultura tornou-se, gradativamente, uma monocamada de células
homogéneas, o que também foi demonstrado por Silva Filho et al. (2014). Apesar de
alguns autores demonstrarem maior capacidade proliferativa quando o protocolo de
extracdo das CTMs do tecido adiposo é realizado utilizando a colagenase, conforme
relatado por Ginani et al. (2013). Neste estudo, 0 uso da tripsina na dissociacao
tecidual demonstrou-se bastante eficiente e possibilitou a extracdo de células
capazes de gerar uma monocamada de células fibroblastoide aderentes ao plastico.

A International Society for Cellular Therapy (ISCT) define que CTMs
multipotentes de humanos devem expressar padrdo imunofenotipico positivo para
CD73, CD90 e CD95, e negativo para CD11b ou CD14, CD19 ou CD79a, CD34,
CD45 e HLA-DR (DOMINICI et al.,2006). Contudo, as CTMs isoladas neste trabalho,
apresentaram crescimento em cultura e foram caracterizadas através de sua
morfologia padréo e diferenciacdo em tecidos mesenquimais. A caracterizacao
imunofenotipica das células tornou-se inviavel pela falta de marcadores antigénicos
especificos bem estabelecidos para estudos na espécie ovina.

Assim como para ovinos, ndo ha marcadores antigénicos especificos bem
definidos para caracterizar células progenitoras de equinos (MAMBELLI et al.,2009).
Os autores verificaram a expressdo de marcadores de CTMs a partir de Kits
humanos, entretanto os ensaios ndo demonstraram nenhuma reatividade. Os
marcadores de superficie para caracterizar CTM sao validados para camundongos e
humanos, deste modo, os anticorpos nem sempre demonstram reatividade cruzada
para outras espécies.

Os testes de diferenciacao in vitro confirmaram as propriedades mesodermais
de CTMs derivadas do tecido adiposo ovino, que apresentaram capacidade
relativamente rapida de mineralizacdo da MEC, quando cultivadas em meios com
propriedades osteocondutoras. As células também demonstraram boa capacidade
de diferenciacdo em linhagens de células adiposas. Assim como demonstrado por
Colosimo et al. (2013) ao induzirem a diferenciacdo em CTMs isoladas do liquido

amnioético de ovinos.
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Colosimo et al. (2013) demonstraram a capacidade de diferenciacao
osteogénica das CTMs, pelo método citoquimico evidenciando a deposi¢éo de calcio
na matriz extracelular através da coloragéo pelo Alizarin Red.

Em alguns protocolos registrados por Fadel et al. (2011), que promoveram o
isolamento de células-tronco extraidas do tecido adiposo e do corddo umbilical,
verificou-se que células obtidas a partir do tecido adiposo demonstraram resultados
melhores quando comparadas as originarias do corddo umbilical de ovinos. Grzesiak
et al. (2011) observaram um alto nimero de CTM isoladas a partir do tecido adiposo
subcutéaneo de carneiros, que se apresentaram com formato fusiforme, crescendo
firmemente entre si e alcangando confluéncia total no sexto dia de cultura.

Mancanares et al. (2015) realizaram o cultivo de CTMs a partir do saco
vitelinico de bovinos até a 112 passagem. As células isoladas exibiam caracteristicas
morfologicas similares as observadas nesse estudo, como membranas
citoplasmaticas finas e prolongamentos citoplasmaticos que variam em tamanho,
além de variaveis propor¢cdes entre nucleo e citoplasma. As CTMs isoladas a partir
do tecido adiposo de ovinos SPRD também apresentaram muitas projecoes
citoplasmaticas, que puderam ser visualizadas pela microscopia eletrénica por
varredura, Sendo essas, provavelmente, responsaveis pela aderéncia das células a
superficie plastica, como também pela ligacdo entre as células, promovendo a
formacdo da cultura em monocamada confluente.

Conforme Yokomizo (2011), o tecido adiposo representa uma fonte de CT que
possuem maior capacidade proliferativa do que as células derivadas da medula
Ossea. Esta caracteristica pode ser intrinseca ou um resultado da alta densidade de
células na populacéao inicial, o que possibilita recuperar um numero significativo de
células mesenquimais.

CTMs derivadas do tecido adiposo de c&es demonstraram potencial
osteogénico e adipogénico apos 3 semanas de cultivo em meios de inducao in vitro.
(RYU et al.,2009). Ja neste estudo, ambas as inducdes, osteogénica e adipogénica,
foram alcancadas apos 15 dias de cultivo das CTMs em meios de cultura indutores.

Mambelli et al. (2009) realizaram isolamento e expansao de CTMs derivados
do tecido adiposo de equinos antes e depois da criopreservacdo. E demonstraram
potencial de diferenciacdo em linhagens celulares mesodermais em ambos os
tratamentos. Os autores relatam um grande numero de vacuolos lipidicos ap6s o

sétimo dia de cultivo das células em meio de inducdo adipogénico.



55

Apesar das CTMs terem sido diferenciadas em células de outras linhagens
mesodermais, ap0s a inducdo do cultivo in vitro, o que definira o padrdo de
potencialidade sera o comportamento dessas células apdés o transplante em

experimentos in vivo.
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8. CONCLUSOES

Pdde-se obter células-tronco de tecido adiposo subcutédneo de ovinos, e estas
expressam caracteristicas morfolégicas fibroblastéides, aderéncia ao plastico em
cultura monocamada confluente e potencial de diferenciacdo em linhagens celulares
osteogénica e adipogénica. Tal como, as propriedades apresentadas em estudos

realizados em ovinos e em outras espécies.

9. PERSPECTIVAS

e Estabelecer um banco de células-tronco isoladas de animais da regido
para utilizagdo em novos estudos na medicina regenerativa,

e Viabilizar a caracterizacdo imunofenotipica das células isoladas;

e Testar o potencial de diferenciacdo em lesdes de modelos animais;

e Difundir conhecimento e capacitar profissionais nas é&reas de
criopreservacao, extragdo, cultivo in vitro de células-tronco e terapia
celular;

e Promover convergéncia de pesquisadores e formacdo de grupos de
pesquisa nessa area do conhecimento.
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