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CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE EQUINOS: ISOLAMENTO,
CULTIVO E CARACTERIZAGAO.

RESUMO - As células-tronco da linhagem mesenquimal representam uma
fonte promissora para o tratamento de injurias do sistema musculo-esquelético de
equinos atletas. Objetivou-se com este trabalho avaliar técnicas de coleta e
isolamento de células-tronco mesenquimais em equinos, determinar a
caracterizacdo morfolégica e fenotipica e avaliar o comportamento celular sob
diferentes condigbes de cultivo. Cinco cavalos foram submetidos a coleta de
medula 6ssea do esterno e de tecido adiposo da regido glutea. As amostras foram
processadas para o isolamento de células mononucleares e cultivadas em dois
tipos de meios de cultivo. No vigésimo quinto dia, foi adicionado TGF-f31,
mantendo um grupo controle para cada meio. As técnicas de coleta e
processamento foram avaliadas por meio de fatores como facilidade de obtencgao,
viabilidade celular e numero de células obtidas. Caracteristicas morfologicas
qualitativas foram avaliadas semanalmente mediante observacéo das colbnias por
microscopia Optica de luz invertida. Caracteristicas fenotipicas foram avaliadas
testando-se marcadores de superficie. Os efeitos do TGF-B1 sobre as culturas de
células foram determinados por meio de avaliacdo citoquimica, numero de
unidades formadoras de col6nia e porcentagens de apoptose e necrose. Foram
observadas diferencas entre as amostras em fatores como a viabilidade celular
apos descongelamento, formacao de colbnias e relagao entre necrose e apoptose
em meios de cultivo diferentes. O TGF-B1 apresentou um efeito indutor de
apoptose e estimulou a formacédo de colonias e a producdo de proteoglicanas

sulfatadas confirmando o efeito condrogénico.

Palavras-Chave: células-tronco, equinos, medula 6ssea, tecido adiposo



EQUINE MESENCHYMAL STEM CELLS: ISOLATION, CULTURE AND
CHARACTERIZATION.

SUMMARY - Mesenchymal stem cells could be a new treatment for
healing musculo-skeletal injuries of equine athlete. The objectives of this study
were: to analyze the harvest and isolation techniques of equine mesenchymal stem
cells, to determine morphological and phenotypical characterization and to
evaluate cellular behavior in different culture conditions. Five horses had sternal
aspirates bone marrow and croup fat tissue harvest. Both of them harvested
materials was processed for mononuclear cells isolation and cultivate in two
different kinds of culture medium. Twenty-five days later TGF-31 was add in both
culture mediums, remains a control group for each one. The harvest and process
techniques were evaluated through some factors like: easily of harvest, cellular
viability and cellular number. Morphological qualitative characteristics were
described weekly by culture microscopy observation. Phenotypical characteristics
were evaluated testing cluster markers. The effects of TGF-B1 on the cells cultures
were determined by histological evaluation, number of unit forming colony and
relation between necrosis and apoptosis. Differences between bone marrow and
fat tissue cells were observed in some factors like: cellular viability after freezing,
unity colony forming and relation between necrosis and apoptosis in different
mediums culture. TGF-B1showed apoptosis inductor effect and stimulated the unit
forming colony and sulfated proteoglicans production confirming the chondrogenic

effect.

Keywords: stem cells, horses, bone marrow, fat tissue



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Em 1999, as células-tronco foram consideradas a inovacéo cientifica do ano
pela revista Science. Naquele ano, foi demonstrado que células-tronco de tecidos
adultos mantinham a capacidade de se diferenciar em outros tipos de tecidos. Desde
entdo, o interesse pelo estudo destas células vem crescendo continuamente entre a
comunidade cientifica, pois o potencial terapéutico das células-tronco para aplicagdes
na engenharia de tecidos e terapia génica € enorme (PEREIRA, 2008).

Conceitualmente, existem dois tipos gerais de células-tronco potencialmente
Uteis para essas aplicagdes: as células-tronco embrionarias e as células-tronco adultas.
Enquanto o potencial de diferenciagdo das primeiras estd bem caracterizado em
camundongos e em humanos, seu uso em terapia celular e em pesquisa tem sido
dificultado por questdes de histocompatibilidade, seguranca e ética. Em contraste, as
células-tronco adultas ndo apresentam estes empecilhos, apesar da extensdo de sua
plasticidade ainda estar sob investigagdo (PEREIRA, 2008).

As células-tronco adultas mais conhecidas s&o aquelas presentes na medula
O6ssea e que, desde a década de 1950, sdo utilizadas no tratamento de diferentes
doencas que afetam o sistema hematopoiético (PEREIRA, 2008).

A medula éssea é derivada do mesoderma embrionario e € formada por uma
populagdo de células-tronco hematopoiéticas (CTHs), suportadas por um estroma
mesenquimal (ZUK et al.,, 2001). As CTHs s&o as unicas células do sistema
hematopoiético que exibem extenso potencial proliferativo e capacidade de se
diferenciar em todas as células do sistema linfo-hematopoiético. Esta caracteristica se
mantém continuamente, até a morte (GASPER, 2000; HERZOG et al., 2003).

Nos ultimos anos, uma série de trabalhos vem questionando a visao tradicional
sobre as células-tronco adultas, pois tem se verificado indicagées de um potencial muito
mais amplo de diferenciacéo, observando-se que estas células sao capazes de originar
tecidos diferentes daqueles onde estdo presentes. Em 2001, KRAUSE et al,

conseguiram identificar na medula 6ssea de camundongo a existéncia de células-tronco



mesenquimais com enorme capacidade de diferenciacéo in vivo. Estas células-tronco
mesenquimais derivadas da medula O6ssea, quando injetadas em camundongos
receptores, se diferenciaram em células epiteliais do figado, pulméo, trato
gastrointestinal e pele.

LUYTEN (2004) relatou que a populagcdo de células-tronco possui papel critico
na manutencdo da homeostase e no reparo de tecidos lesados, e que compartimentos
do corpo, como a medula 6ssea, constituem reservatoérios destas células. Em situacdes
de injuria tecidual e guiadas por uma resposta local, essa populagdo de células
reparadoras € mobilizada das reservas mais distantes para o sitio da lesao,
contribuindo em muitos aspectos para o reparo tecidual.

Embora a proliferagédo e diferenciagcdo das células-tronco hematopoiéticas
tenham sido bem documentadas, pouco € conhecido sobre o componente estromal da
medula 6ssea. O estroma da medula 6ssea em humanos e animais é de composigcéo
heterogénea, contendo numero variado de populagbes celulares, incluindo uma
populacao de células denominadas células-tronco mesenquimais (CTMs) (ZUK et al.,
2001). As CTMs séao células-tronco nao-hematopoiéticas multipotentes, que possuem
alta capacidade de se renovar e diferenciar em varias linhagens de tecido conjuntivo,
incluindo ossos, cartilagens, tecido adiposo, tendées e musculos (CAMPAGNOLI et al.,
2001; ROMANOV et al., 2003), o que torna essas células uma opgao promissora para o
reparo de defeitos mesodérmicos e o manejo de doencgas (ZUK et al., 2001).

Apesar de a medula 6ssea ser a fonte de células-tronco adultas mais estudada,
nao significa que é a unica. A presenca de células multipotentes com extensiva
capacidade de auto-renovagao tem sido descrita no tecido adiposo (ZUK et al., 2001,
2002), pele (TOMA et al.,, 2001), membrana sinovial (DE BARI et al., 2001), vasos
sanguineos (SAMPAOLESI et al., 2003), musculos e cérebro (JIANG et al., 2002).

O tecido adiposo, assim como a medula 6ssea, é derivado do mesoderma
embrionario e contém um estroma de suporte, cujo isolamento é de facil realizagéo.
Essas semelhancgas levantaram a hipétese de que o tecido adiposo poderia representar
uma fonte alternativa de células-tronco no organismo adulto. ZUK et al. (2002)

realizaram estudo em humanos com o objetivo de confirmar a existéncia de células-



tronco no tecido adiposo e comparar o potencial de diferenciacdo dessas células com o
das células-tronco mesenquimais (CTMs) isoladas da medula éssea. Esses autores
confirmaram a presenca e a capacidade de diferenciacao das células-tronco isoladas de
lipoaspirados processados humanos, chamadas de células PLA, fenotipicamente muito
semelhantes as CTMs, concluindo que o tecido adiposo também é uma fonte de
células-tronco adultas.

Enquanto o modelo geral de diferenciacdo da linhagem mesenquimal das
células derivadas do tecido adiposo e da medula éssea s&do muito semelhantes,
algumas diferencas tém sido observadas. Pode-se dizer que as células-tronco
provenientes do tecido adiposo sao similares, mas ndo sao idénticas aquelas obtidas a
partir do estroma medular (FRASER et al., 2008).

ZANG (2004) estudou populagdes de células-tronco obtidas de trés diferentes
depositos de gordura em ratos e observou que elas sdo morfologicamente diferentes.
Também verificou diferengas no numero de colénias formadas em cultura e na
capacidade de dispersdo. A populagdo de células isoladas do depdsito gonadal
apresentou 0 menor numero de colénias e a maior capacidade de dispersdo. Em
relacdo a capacidade de diferenciacao, foi observada maior capacidade osteogénica
nas células obtidas do depdsito inguinal, enquanto a populagédo isolada do depdsito
retro peritoneal apresentou maior capacidade de diferenciagdo em musculo liso. Esse
estudo levanta a hipotese de que é possivel existir fontes de células-tronco
predispostas a se diferenciarem em tipos especificos de células.

A primeira etapa visivel da diferenciagdo do embrido se d4 no momento que
este atinge o estagio de blastocisto, quando se observa duas populagdes distintas de
células, aquelas que dao origem aos tecidos extra-embrionarios, como a placenta, e as
células da chamada massa celular interna, que originam todos os tecidos do embrido.
Estas células podem ser removidas do embrido, colocadas em placa de cultura e, em
condicbes apropriadas, podem se manter indiferenciadas, multiplicando-se
indefinidamente em laboratério com preservacao do potencial de diferenciacédo em
todos os tipos celulares adultos (PEREIRA, 2008). Estas células sdo as chamadas

células-tronco embrionarias, que apresentam como caracteristica principal a



pluripoténcia, ou seja, quando re-introduzidas em um embrido possuem a capacidade
de retomar o desenvolvimento normal, colonizando diferentes tecidos numa
demonstragdo contundente de sua ampla plasticidade (EVANS & KAUFMAN, 1981).
Porém, quando injetadas em animais imunodeficientes, as células-tronco embrionarias
tém a capacidade de responder aos diferentes estimulos in vivo se diferenciando
desordenadamente e levando a formacao de tumores que apresentam tipos de tecidos
diversos, os teratomas (PEREIRA, 2008).

Segundo LUYTEN (2004), inumeras oportunidades terapéuticas para o uso de
células-tronco adultas podem ser descobertas, no entanto, nesta fase de
desenvolvimento das pesquisas sobre o tema, o mais importante é a compreenséo dos
mecanismos que regulam estas células in vivo. O entendimento deve se estender a
aspectos mais profundos sobre o recrutamento, proliferacdo e diferenciagcéo
apropriadas, e a reparagdo morfofuncional local. Percebe-se, entdo, a necessidade de
estudar o isolamento e a expansido das células-tronco em cultivo celular a fim de
direcionar in vitro a diferenciagdo das células-tronco em tipos especificos de células
antes de serem transplantadas em animais doentes.

As células-tronco de diferentes espécies, como humanos e equinos, ja podem
ser isoladas e cultivadas in vitro (HEGEWALD et al.,, 2004). As células-tronco
mesenquimais do estroma medular, também conhecidas como unidades formadoras de
colbénias fibroblasticas (CFU-F) sédo células que aderem a placas de cultura e formam
colénias semelhantes a fibroblastos in vitro (BITTENCOURT et al., 2006). Esta
caracteristica tem despertado interesse em muitos veterinarios, que consideram as
células-tronco mesenquimais como agentes terapéuticos potenciais para problemas
musculoesqueléticos como tendinites, desmites, lesdes &sseas e articulares, tao
frequentemente encontradas em cavalos atletas (VIDAL et al., 2006).

Alguns autores tém relatado a necessidade de numero determinado de células-
tronco para promover o reparo de um tecido musculoesquelético lesado. MUSCHLER &
MIDURA (2002) estimaram que 70 milhdes de células progenitoras fossem necessarias
para produzir um centimetro cubico de osso. Em outros estudos, avaliando-se o reparo

de tenddes e ligamentos, o numero de células-tronco utilizadas mostrou-se também



bastante elevado (SMITH et al., 2003; SMITH & WEBBON, 2005). O primeiro passo na
producao de um numero de células-tronco mesenquimais suficiente para o tratamento
de um tecido lesado passa, primeiramente, pelo conhecimento das caracteristicas de
crescimento destas células em cultura (VIDAL et al., 2006).

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho a padronizagdo de técnicas de
coleta e isolamento de células-tronco mesenquimais em equinos a partir da medula
Ossea e de tecido adiposo, a identificacdo de marcadores de superficie presentes nas
células obtidas destas amostras e a caracterizacdo morfolégica destas células em
cultura, assim como a avaliagdo do comportamento celular sob diferentes condigbes de
cultivo e a verificacdo dos efeitos de um fator transformador sobre o crescimento, a

diferenciagéo e morte celular.
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CAPITULO 2 - ANALISE COMPARATIVA DA OBTENCAO DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS DE EQUINOS A PARTIR DA MEDULA OSSEA E TECIDO
ADIPOSO E VIABILIDADE CELULAR ANTES E APOS O CONGELAMENTO.

RESUMO - Devido ao grande interesse pelo uso terapéutico de células-tronco
mesenquimais e a escassez de informacdes sobre estas células na espécie equina,
objetivou-se com este trabalho padronizar e comparar as técnicas de coleta e
viabilidade celular antes e ap6s o congelamento de células-tronco mesenquimais em
equinos obtidas a partir da medula 6ssea e tecido adiposo. Cinco cavalos adultos foram
submetidos a coleta de medula éssea do esterno e, em seguida, de tecido adiposo da
regido glutea proxima a inser¢cdo da cauda. As amostras foram processadas de acordo
com meétodos ja descritos para obtencdo de células mononucleares, e o numero de
células bem como a viabilidade celular foram determinados e comparados. As amostras
foram congeladas e a viabilidade celular ap6s o descongelamento foi novamente
mensurada e comparada. Verificou-se mediante os resultados obtidos que as técnicas
utilizadas neste trabalho para coleta de medula 6ssea e tecido adiposo em equinos sao
simples, rapidas e seguras, podendo ser realizadas com 0s animais em estagcédo e sem
o uso de tranquilizantes. A metodologia utilizada para o processamento das amostras
permitiu a obtencdo de um percentual de viabilidade celular préximo a 95% em ambos
os grupos. A viabilidade celular das amostras de tecido adiposo ap6és o

descongelamento foi significativamente inferior a de medula 6ssea.

Palavras-Chave: células-tronco, equinos, medula 6ssea, tecido adiposo, viabilidade

celular.
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1. INTRODUCAO

Historicamente as células-tronco foram estudadas pela sua importancia na
diferenciagcdo dos diversos tipos celulares durante a fase embrionaria, porém
recentemente despertaram grande interesse pelo potencial de exploragdo clinica no
reparo e substituicdo de tecidos lesados no organismo adulto (HADJANTONAKS &
PAPAIONNOU, 2001).

As células-tronco mesenquimais possuem a capacidade de se auto-renovar e
diferenciar em varias linhagens de tecido conjuntivo (BITTENCOURT et al., 2006), o
que tém atraido a atencao de médicos veterinarios para a utilizacdo destas células no
tratamento de afec¢des do aparelho locomotor, tdo comuns em cavalos atletas (VIDAL
et al., 2006).

A medula éssea é tradicionalmente vista como um 6rgdo composto de dois
sistemas principais, o tecido hematopoiético propriamente dito e o estroma de
sustentacdo da hematopoiese. As células do estroma medular, originalmente estudadas
devido ao seu papel critico na formagédo do microambiente hematopoiético, tornaram-se
atualmente o centro da atencdo, com a descoberta de sua pluripotencialidade.
Resultados recentes apontaram para o potencial de diferenciagdo néo esperado de
células do estroma medular em tecidos nervoso e muscular, o que as caracterizam
como parte da familia de células-tronco somaticas. Estas células existem, apds o
nascimento, em alguns tecidos que apresentam plasticidade, ou seja, habilidade de se
diferenciar em tipos celulares fenotipicamente ndo encontrados no tecido de origem
(BIANCO et al., 2001).

A presenca de células multipotentes com extensiva capacidade de auto-
renovacgao também tem sido descrita em outros tecidos do organismo (TOMA et al.,
2001). O tecido adiposo constitui uma fonte de células progenitoras de fibroblastos,
com capacidade de diferenciacdo multipotencial, em varias espécies. Na literatura
humana, o estudo destas células tem ganhado muita importancia devido a facilidade
de acesso e possibilidade de obtengdo em grandes quantidades. Atualmente, sua
aplicacéo esta sendo testada em campos como a cirurgia e a medicina regenerativa
(VIDAL et al., 2007).



11

Em 2002, ZUK et al. confirmaram a presenca e a capacidade de diferenciacédo
das células-tronco isoladas de lipoaspirados humanos, observando que estas células
sao fenotipicamente muito semelhantes as células-tronco mesenquimais isoladas da
medula 6ssea.

Segundo ZUK et al. (2001), a fonte ideal de células-tronco autdlogas seria
aquela que fosse de facil obtencéo, resultando em minimo desconforto para o paciente,
e capaz de produzir numero substancial de células.

Devido ao interesse do uso terapéutico de células-tronco mesenquimais e a
escassez de informagdes sobre estas células na espécie equina, objetivou-se com este
trabalho comparar as técnicas de coleta e a viabilidade celular antes e ap6s o
congelamento de células-tronco mesenquimais obtidas a partir da medula 6ssea e

tecido adiposo de equinos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais
Foram utilizados cinco equinos machos com idade entre seis e 16 anos e peso

variando entre 400 e 500 kg, provenientes da Fazenda do Servigo de Soro Produgéo do
Instituto Butanta, sito na cidade de Sdo Roque- SP. Foram incluidos neste estudo
apenas os animais higidos selecionados ap6s exame clinico geral e que ndo estavam
sendo utilizados nos protocolos de imunizagao do Instituto.

Cada animal foi submetido inicialmente a coleta de células-tronco

mesenquimais (CTM) da medula éssea e, em seguida, do tecido adiposo.

2.2. Coleta de células-tronco
As coletas e o processamento celular foram realizados no mesmo dia. Durante
o transporte até o laboratério de cultivo celular, as amostras foram mantidas sob

refrigeragéo.
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2.2.1. Medula éssea

As CTM da medula éssea foram coletadas a partir do esterno de cada cavalo
por meio de puncao bidpsia aspirativa, com o animal em estagdo, contido por um
cabresto.

A puncdo foi realizada na linha média ventral, aproximadamente cinco
centimetros caudal ao olécrano. O local da bidpsia foi tricotomizado e preparado para
coleta estéril. A pele e os tecidos adjacentes foram anestesiados mediante infiltracdo de
5ml de cloridrato de lidocaina' a 2% com vasoconstritor. A pungdo foi realizada
utilizando-se mandril de cateter’ n® 14G adaptado (foi inserido dentro do mandril uma
haste metalica estéril para desobstruir o canal de passagem das células), e a aspiragao
de medula 6ssea foi feita com seringa de 20ml contendo 0,2ml de heparina sodica®
(Figura 1).

Figura 1. Coleta de medula 6ssea do esterno de um cavalo em posi¢do quadrupedal.

! Xilestesin. Cristalia, Itapira/SP
% Cateter Nipro 14G, Nipro Medical Ltda, Sorocaba/SP.
8 Liguemine. Roche Brasil, Rio de Janeiro/RJ.
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2.2.2. Tecido adiposo

As CTM do tecido adiposo foram coletadas da gordura localizada sobre a
superficie dorsal do musculo gluteo, préximo a insercao da cauda. O procedimento foi
realizado com o animal em estagdo mantido em tronco de contencéo.

A regiao foi tricotomizada, anestesiada com infiltragédo local de 5ml de cloridrato
de lidocaina a 2% com vasoconstritor e preparada para coleta estéril. Foi realizada
incisdo de pele, de aproximadamente 5,0cm, e leve divulsdo do tecido subcutaneo para
exposicao e coleta de amostra de tecido adiposo (Figura 2). Em seguida, a pele foi

aproximada com fio de nylon em pontos simples separados.

Figura 2. llustragdo de regido glitea de equino ap6s realizagdo de tricotomia (A). Amostra de
tecido adiposo sendo retirada da regido glutea (B). Envase de tecido adiposo em tubo
contendo meio de cultivo RPMI 1640-Cultilab (C).
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2.3. Processamento celular e contagem do numero de células viaveis

As amostras de tecido adiposo de cada cavalo foram colocadas em placas de
Petri estéreis e pesadas utilizando-se balanca eletronica de precisdo. Em seguida,
foram fragmentadas com o emprego de laminas de bisturi e colocadas em solugéo de
RPMI* contendo 0,3mg/ml de colagenase® para a digestdo do tecido conjuntivo a 37°C
por aproximadamente duas horas sob agitacdo com o auxilio de um agitador magnético
(Figura 3).

Figura 3. Amostras de tecido adiposo equino apds digestdo do tecido conjuntivo em solugao
contendo colagenase.

Em seguida, a suspensao celular foi filtrada em um filtro de nylon com diametro
de 100 micras e centrifugada a 300xg por dez minutos a 4°C. O pellet recuperado apos
centrifugacdo foi ressuspendido em 8 mL de HBSS® (Hanks Balanced Salt Solution) e
submetido ao método de isolamento de células mononucleares, utilizando-se gradiente

de densidade (Ficoll’, 1,077g/dl). Com o objetivo de separar os adipécitos das células-

* RPMI 1640. Cultilab, Campinas/SP.

® Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.

® Solugzo Balanceada Hanks. Cultilab, Campinas/SP.
7 Ficoll-Paque. Science Pro, Sdo Caetano do Sul/SP.
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tronco mesenquimais, a fragdo mononuclear foi obtida na interface Ficoll/meio e foi
identificada como CTM-AD (células-tronco mesenquimais do tecido adiposo).

As amostras de aspirado medular também foram diluidas em HBSS na proporcéao
de 1:1 e processadas para o isolamento de células mononucleares como descrito
anteriormente (Figura 4) e identificadas como CTM-MO (células-tronco mesenquimais

da medula éssea).

Figura 4. Isolamento de células mononucleares de aspirado medular equino utilizando-se
gradiente de densidade com Ficoll. A: amostra de aspirado medular sendo lentamente
depositada sobre a camada de Ficoll. B: amostra de medula éssea e Ficoll antes da
centrifugagcdo. C: apés a centrifugacdo, a camada de células mononucleares (seta) &
aspirada com pipeta.
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Apés a recuperacédo da fragdo mononuclear, as CTM-AD e CTM-MO foram
separadamente ressuspendidas com 10 ml de HBSS para contagem e determinacéo da
viabilidade, utilizando-se a camara de Neubauer. O numero de células viaveis foi
determinado pela técnica de exclusdo de células néo viaveis coradas pelo Azul de
Trypan 1%°%. Apos a contagem, as células foram congeladas em solugdo
criopreservativa, constituida de soro fetal equino® e DMSO' a 10%, durante 24 horas a
- 80°C, sendo posteriormente armazenadas em nitrogénio liquido. Apés um més de
congelamento, as células foram descongeladas colocando os criotubos rapidamente em
banho-maria (37°C). Assim que visibilizado o inicio do descongelamento, as células
foram ressuspendidas em meio RPMI a 37°C acrescido a 10% de soro fetal equino. A
viabilidade celular foi novamente avaliada ap6s o descongelamento, utilizando-se o

corante vital Azul de Trypan.

2.4. Analise estatistica
Para a realizagdo dos testes foi utilizado o programa GraphPad InStat 3.0. Os

resultados foram submetidos ao teste t de Student seguido do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney (VIEIRA, 2004). O limite de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). Os

dados foram apresentados na forma de média + desvio padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo ZUK et al. (2002), a coleta tradicional da medula 6ssea em humanos
possui algumas limitacbes, uma vez que se trata de um procedimento frequentemente
doloroso e que necessita da realizagdo de anestesia geral ou espinhal. J&4 em cavalos,
a medula 6ssea tem sido utilizada como fonte de células-tronco adultas, e essas células
sdo facilmente adquiridas a partir de aspirados do esterno, tuberosidade coxal e
extremidade proximal do umero (WOSTER et al., 2000).

8 GIBCO Invitrogen, Sao Paulo/SP.
® Bio Nutrientes do Brasil, Barueri/SP.
1% Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.
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Relativamente a técnica de coleta de medula do esterno em cavalos, enquanto
alguns trabalhos destacaram o risco potencial de complicagdes como pneumotoérax e
pneumopericardio, além da posicao precaria e vulneravel do pesquisador durante a
coleta (DURANDO et al., 2006), outros consideraram o procedimento extremamente
simples, cuja realizacao pode ser efetuada apenas com a utilizagdo de tranquilizantes e
anestesia local (FORTIER et al., 1998; SMITH et al., 2003). Neste trabalho comprovou-
se a facilidade do procedimento, e ndo se observaram complicagbes como hematoma,
hemorragia ou infec¢cado no local da pungéo. Adicionalmente, o uso de tranquilizantes
nao foi necessario devido ao temperamento docil dos animais utilizados.

Apés a introdugdo da agulha na cavidade medular do esterno, o mandril foi
retirado e o aspirado medular foi obtido tracionando-se o émbolo da seringa. A forga de
tracdo necessaria para obter-se a amostra variou entre os animais, bem como a

quantidade de material coletado (Tabela 1).

Tabela 1. Volume (ml) de aspirado obtido a partir de puncéo bidpsia aspirativa da
medula éssea do esterno de cinco equinos e valor médio do grupo.
Jaboticabal/SP, 2009.

Animal Aspirado medular (ml)
15,0

40,0

37,0

24,0

40,0

ia 31,2+ 11,2

g‘m#wl\)—\

M

Em relacéo a coleta de tecido adiposo, a metodologia adotada neste trabalho foi
de execugao rapida e facil. Esta técnica também foi utilizada com sucesso por outros
pesquisadores (CARVALHO et al.,, 2009; COLLEONI et al., 2009; MAMBELLI et al.,
2009). Nao houve a necessidade de tranquilizacao dos animais e a anestesia local foi
suficiente para impedir qualquer estimulo doloroso. O uso do cloridrato de lidocaina

com vasoconstritor visou minimizar o sangramento durante a coleta, evitando
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contaminagdo da amostra. A quantidade de material coletado também foi bastante

variavel entre os animais (Tabela 2).

Tabela 2. Quantidade (g) de tecido adiposo coletado da regido glutea, prdéxima a
insercdo da cauda, de cinco equinos e valor médio do grupo. Jaboticabal/SP,
2009.

Animal Tecido adiposo (g)
8,1

28,6

15,8

8,0

6,7

ia 13,44 £+ 9,2

g‘cn-hwm—\

Segundo SMITH et al. (2003) as células-tronco mesenquimais obtidas a partir
da medula éssea de equinos podem ser separadas utilizando-se técnica semelhante a
descrita para o isolamento de células-tronco mesenquimais em outras espécies. O
método de isolamento de células mononucleares com o emprego de gradiente de
densidade Ficoll, utilizado neste trabalho, foi descrito anteriormente por HEGEWALD et
al., 2004, bem como a determinagao da viabilidade celular utilizando o corante Azul de
Trypan e a contagem de células em camara de Neubauer (BITTENCOURT et al., 2006).

Também a metodologia utilizada neste trabalho para obtencéo de células-tronco
mesenquimais a partir do tecido adiposo de equinos foi semelhante a utilizada por ZUK
et al. (2001) em humanos e mostrou-se muito eficiente, uma vez que se obteve 6timo
percentual de viabilidade celular ap6s o processamento das amostras (Tabela 3). As
amostras de medula 6ssea também apresentaram percentual de viabilidade celular

proximo a 95%, néo havendo diferenga significativa entre os grupos.
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Tabela 3. Porcentagem de viabilidade celular obtida apds o processamento das
amostras de medula éssea (CTM-MO) e tecido adiposo (CTM-AD) em equinos.
Jaboticabal/SP, 2009.

Animal % Viabilidade CTM-MO % Viabilidade CTM-AD
1 94 100
2 93 92
3 96 100
4 94 88
5 96 100
Média 94,6 + 1,3 96 £ 5,6

WORSTER et al. (2000) trabalhando com aspirado medular de trés cavalos,
embora tenham utilizado um volume inicial fixo de 30 ml, obtiveram numero total de
células bastante diferente entre os animais (18,8 x 10°, 1,87 x 10° e 4,85 x 10°). A razdo
para a variabilidade individual ainda é desconhecida, mas € possivel que a idade e a
massa corporal possam interferir no niumero de células-tronco presente nos tecidos
(VIDAL et al., 2007). A idade tem sido relatada como inversamente proporcional ao
numero de células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea em humanos, mas
ainda existem conflitos na literatura, pois AUST et al. (2004) n&o comprovaram esta
correlagéo.

Segundo ZUK et al. (2002), o tecido adiposo é uma importante fonte alternativa
de células-tronco mesenquimais, uma vez que a obtencdo destas células a partir da
medula 6ssea €, em geral, muito baixa. O numero de células obtidas neste trabalho a
partir de 1,0 mL de medula éssea e 1,0 g de tecido adiposo em equinos esta
apresentado na Tabela 4. Apesar de ndo ser possivel a analise estatistica desses
dados, uma vez que se trata de tecidos com densidades diferentes, observa-se que o
numero de células adquiridas a partir da medula éssea foi superior em relagéo ao tecido
adiposo. No entanto, & importante lembrar que este numero representa a populacéo
total de células mononucleares e que, ha medula 6ssea, grande parte desta populagao
€ constituida de células-tronco hematopoiéticas. Estes resultados estdo de acordo com

os relatados por VIDAL et al. (2007), que obtiveram numero de células mononucleares
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nas amostras de aspirado medular (6,4 x 106) superior aquele encontrado no tecido
adiposo (3 x 10°).

Tabela 4. Numero de células mononucleares viaveis obtidas da medula 6ssea (CTM-
MO) e tecido adiposo (CTM-AD) de equinos. Jaboticabal/SP, 2009.

Animal Células/ml CTM-MO Células/g CTM-AD
1 1,12 x 10° 6,17 x 10°
2 0,34 x 10° 8,39 x 10°
3 2,16 x 10° 1,27 x 10°
4 2,03 x 10° 2,00 x 10°
5 3,78 x 10° 5,97 x 10°
Média 1,89 x 10°+ 1,29 4,76 x 10° + 3,01

Verificou-se que, apdés o descongelamento das amostras, a porcentagem de
viabilidade celular diminuiu em ambos os grupos. Neste momento, a viabilidade celular
média das amostras obtidas a partir do tecido adiposo foi menor que a encontrada nas

amostras provenientes de medula éssea (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de viabilidade de células da medula éssea (CTM-MO) e células
do tecido adiposo (CTM-AD) obtida ap6s o descongelamento das amostras.
Jaboticabal/SP, 2009.

Animal % Viabilidade CTM-MO % Viabilidade CTM-AD
1 83 81
2 88 55
3 82 77
4 91 60
5 86 50
Média 86 £3,28 64,6+12,2*

*indica diferenca significativa (p < 0, 002 Teste t de Student seguido do ndo-paramétrico de
Mann-Whitney)

Sabe-se que o processo de criopreservacao induz danos a estrutura celular
(CURY & SOUZA, 2007) e o objetivo dos varios protocolos de criopreservagao é
minimizar a injuria celular durante o processo de congelamento e descongelamento.

Esta injuria pode resultar da extensiva desidratacdo celular e/ou devido a formacao
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intracelular de cristais de gelo. Além disso, um alto grau de destruicdo celular esta
relacionado a liberacdo de calor de fusdo observada quando o periodo de transigcéo
entre as fases liquida e sélida se prolonga excessivamente (BALINT et al, 1999).

Para que o processo de criopreservacéo tenha sucesso, € necessario o uso de
um agente crioprotetor que diminua o gradiente osmético e a diferenca de presséo de
vapor entre os compartimentos intra e extracelular. O dimetil sulfoxido (DMSO) tem sido
comumente utilizado em diferentes concentracbes como agente crioprotetor. Embora o
procedimento de criopreservagdo de células-tronco ja seja utilizado rotineiramente,
alguns problemas relacionados a velocidade de congelamento e a escolha do agente
crioprotetor e sua concentracédo ainda nio estdo totalmente resolvidos (BALINT et al,
1999).

Poucos estudos com células-tronco adultas comparam a porcentagem de
viabilidade celular antes e apds congelamento. VIDAL et al. (2006), trabalhando com
células-tronco mesenquimais derivadas de aspirado medular de equinos, obtiveram
64% de viabilidade celular ap6s o descongelamento. No presente trabalho, o valor
obtido neste tipo de amostra foi de 86% e a porcentagem encontrada nas amostras de
CTM-AD, embora tenha sido inferior as de CTM-MO, foi semelhante a descrita por
aqueles autores.

Alguns trabalhos tém apontado para a diferenca de viabilidade celular conforme
a substancia criopreservativa utilizada. KOICHI et al. (2008) avaliaram sete diferentes
protocolos para criopreservacao de células-tronco derivadas de tecido adiposo de
camundongos e verificaram as menores porcentagens de viabilidade celular quando foi
utilizado DMSO a 10% ou meio de criopreservagdao com glicerol. Estes autores sugerem
a utilizagdo de substancias criopreservativas nao toxicas as células como a trealose
(um dissacarideo de glicose) ao invés do DMSO que apresenta maior toxicidade.

A variagdo de viabilidade celular apdés descongelamento observada neste
trabalho entre as amostras de células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea
e do tecido adiposo pode ser devido a uma diferenga de sensibilidade a substancia
criopreservativa utilizada, e testes comparativos adicionais devem ser realizados para

complementacéo deste estudo.
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4. CONCLUSOES

As técnicas utilizadas neste trabalho para coleta de medula 6ssea e tecido
adiposo em equinos sao simples, rapidas e seguras, podendo ser realizadas com os
animais em estagao e sem o uso de tranquilizantes em cavalos doceis.

E possivel obter-se um percentual de viabilidade celular de 95% apés o
processamento das amostras para obtencdo de células mononucleares utilizando-se
gradiente de densidade Ficoll.

O processo de criopreservacao de células-tronco mesenquimais de equinos
utilizando DMSO a 10% como agente crioprotetor reduz significativamente a viabilidade

celular, principalmente nas amostras de tecido adiposo.
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CAPITULO 3 — CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E IMUNOFENOTIPICA DE
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE EQUINOS OBTIDAS A PARTIR DA
MEDULA OSSEA E TECIDO ADIPOSO EM DOIS DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO
CELULAR.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi estudar as caracteristicas morfoldgicas
e imunofenotipicas de células-tronco mesenquimais de equinos mantidas em dois
meios de cultura diferentes. Cinco cavalos adultos foram submetidos a coleta de
medula éssea do esterno e, em seguida, de tecido adiposo da regido glutea préxima a
insercdo da cauda. As amostras foram processadas para o isolamento de células
mononucleares e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino ou em meio AIM-V. As culturas foram observadas uma vez por semana em
microscoépio de luz invertida, com o intuito de se realizar analise qualitativa que consistiu
na descricao tanto da morfologia das células como do aspecto geral do cultivo celular.
As unidades formadoras de colénia (CFU) foram contadas nos dias cinco, 15 e 25. A
primeira analise imunofenotipica foi realizada no terceiro dia de cultivo primario, antes
do descarte das células sobrenadantes, ou seja, ainda com as células totais e repetida
nos 18° e 37° dias de cultivo. Os marcadores de superficie testados foram CD11c,
CD14, CD4, CD8, CD3, CD45, CD34 e STRO-1. Durante a primeira semana de cultivo,
foram observadas diferengcas entre as amostras de mesma natureza mantidas em
meios de cultura diferentes. O numero de colbnias foi significativamente maior nas
amostras de medula 6ssea em relacao as amostras de tecido adiposo. A caracterizagao

imunofenotipica da populagao de células em cultivo se modificou no decorrer do tempo.

Palavras-Chave: células-tronco mesenquimais, equinos, medula éssea, tecido adiposo,

imunofenotipagem.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, tém-se trabalhado na busca da caracterizagdo morfofuncional das
células-tronco na espécie humana, com o intuito de otimizar sua aplicagdo no
tratamento de doencas. No entanto, em medicina veterinaria, o conhecimento sobre
estas células ainda é bastante limitado e elas estdo sendo utilizadas com a hip6tese de
que suas caracteristicas essenciais, como tempo de multiplicacdo e potencial de
diferenciagéo, sejam as mesmas para todas as espécies (VIDAL et al., 2007). Porém,
segundo FRASER et al. (2008), pode-se dizer que células-tronco provenientes do tecido
adiposo e da medula 6ssea de um mesmo individuo sdo similares, mas nao séo
idénticas, pois se observam algumas diferencas no modelo geral de diferenciagéo.

As células-tronco tém sido largamente utilizadas por médicos veterinarios na
clinica de equinos, fazendo parte do tratamento de lesdes do sistema locomotor como
tendinites e desmites. Entretanto, ainda sdo desconhecidos fundamentos basicos
referentes a caracterizacao dessas células, sejam de origem medular ou adiposa, e ha
poucas publicacbes a respeito de quais s&o os marcadores de membrana que
identificam as células-tronco mesenquimais na espécie equina.

Uma das formas de avaliagcdo imunofenotipica e quantificacdo das células-
tronco mesenquimais é a analise por meio da citometria de fluxo (GROTO &
NORONHA, 2003), também chamada de separacédo de células ativadas por
fluorescéncia, ou FACS — Fluorescence Activated Cell Sorter (ALBERTS et al., 2004). A
citometria de fluxo € um recurso emergente na medicina veterinaria que permite analise
rapida, objetiva e quantitativa de células em suspensao (NAKAGE et al., 2005).

As células sdo marcadas com anticorpos monoclonais, acoplados a
fluorocromos (reagentes fluorescentes), especificos para deteccdao de moléculas de
superficie e, em seguida, introduzidas em uma camara de fluxo vibratoria onde cada
célula é avaliada com relagdo ao tamanho, granularidade interna e intensidade de
fluorescéncia para a detecgdo de diferentes antigenos de superficie
(imunofenotipagem). A imunofenotipagem consiste na separacao, classificacédo e

quantificacdo de populagdes celulares distintas com base na expresséo de diferentes
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antigenos de superficie marcados com anticorpos monoclonais fluorescentes
especificos (NAKAGE et al., 2005).

Sabe-se que em humanos, as células-tronco hematopoiéticas, precursoras
mieldides do endotélio e de linhagens mielociticas, apresentam o antigeno CD34 na sua
superficie (NAKAYAMA et al., 2007). Esta glicofosfoproteina pertence a familia das
sialomucinas, possui peso molecular variando entre 90 e 116 kDa e é encontrada
apenas em células nos estagios iniciais de diferenciagdo. A grande importancia na
utilizagdo deste marcador para identificacao de células precursoras esta relacionada ao
fato de que sua expressao nao ocorre em células maduras (CHENG et al., 1996).

As células mesenquimais oriundas da medula 6ssea humana expressam
CD105, SH3, STRO-1 e CD13, marcadores importantes para sua identificacéo, e séo
CD45 negativas isto é, ndo expressam o marcador CD45, reconhecido marcador de
células da linhagem hematopoiética (ULLOA-MONTOYA et al., 2005).

Além da caracterizagcdo imunofenotipica, € também importante conhecer as
caracteristicas morfolégicas das células-tronco mesenquimais de equinos, bem como o
seu comportamento em diferentes meios de cultura. No cultivo de células-tronco se
buscam trés objetivos principais, a saber, a capacidade de sustentagdo do potencial de
auto-renovacao das células, manutengédo da capacidade de diferenciacéo e resisténcia
a criopreservacao (ULLOA-MONTOYA et al., 2005).

As células-tronco mesenquimais aderem a placa de cultura, a semelhanca do
que fazem os fibroblastos in vitro e formam colénias celulares ou CFU (Colony Forming
Units) (BITTENCOURT et al., 2006). As colénias sdo formadas a partir de uma unica
célula em suspensdo, e quando plaqueadas em altas concentragdes, formam uma
monocamada celular no substrato (KREBSBACH et al., 1999).

Por aderirem a placa de cultivo, as células-tronco mesenquimais, que compdem
grande parte do estroma medular, podem ser isoladas e separadas das células-tronco
hematopoiéticas ndo aderentes, mediante repetidas lavagens (MURAGLIA et al., 2003).

Os primeiros trabalhos com culturas de tecidos foram realizados com fluidos
organicos de animais, como a linfa. Quando EAGLE (1955) elaborou um meio de

cultura basico contendo aminoacidos, carboidratos, vitaminas e minerais, notou que a
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suplementagcédo do meio com fluidos organicos ainda era necessaria, uma vez que tais
fluidos apresentavam fatores indefinidos, mas essenciais para o crescimento celular. A
suplementacdo do meio de cultura basico com 20% de soro animal foi amplamente
utilizada. Devido a presenca de fatores de crescimento e pequena quantidade de
gamaglobulina, o soro fetal bovino (SFB) é um dos mais utilizados. Sua concentragao
no meio de cultivo é de 10%, embora possa ser incrementada ou diminuida
dependendo do cultivo (GONCALVES, 2002).

Dentre as vantagens da utilizacdo do SFB temos, a saber, a presenca da
maioria dos fatores necessarios para a proliferacdo e manutengédo das células, eficacia
em diferentes tipos de cultivos celulares e agdo tampao, inibindo efeitos adversos como
a mudanca de pH. Por outro lado, a adicdo de SFB ao meio pode apresentar algumas
desvantagens tais como custo, disponibilidade, origem e qualidade, além do risco de
contaminagéao por bactérias, fungos e virus (GONCALVES, 2002).

Muitos outros meios de cultivo celular foram desenvolvidos a partir do meio
basico de Eagle como, por exemplo, o meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
com o acréscimo de maior quantidade de vitaminas e aminoacidos. O DMEM foi
utilizado pela primeira vez para cultivar células embrionarias de ratos e, é atualmente
empregado no cultivo de varias linhagens celulares de mamiferos, principalmente
aquelas que crescem como camadas aderentes. No entanto, para que ocorra o
crescimento celular utilizando-se o meio DMEM, ainda é necesséria a suplementacéo
com soro fetal bovino (MORGAN & DARLING, 1995).

A interferéncia provocada por fatores desconhecidos presentes no SFB tem
levado ao emprego cada vez maior de alguns meios de cultivo sem a adi¢cdo de soro.
Entre esses novos meios, encontra-se o AIM-V da GIBCO. Entretanto, muitas vezes, o
emprego de meios sem utilizacdo de soro requer adicao de suplementos especificos,
que nao se tem determinado com precisdo. Ainda que alguns tipos de células possam
crescer em um meio sem soro, algumas caracteristicas podem ser afetadas
negativamente (MORGAN & DARLING, 1995).

Assim, diante da auséncia de trabalhos que indiquem a caracterizagao do tipo

celular conhecido e utilizado como célula-tronco mesenquimal equina, o objetivo do
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presente trabalho foi estudar as caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas de
células mononucleares coletadas da medula 6ssea e do tecido adiposo de equinos e

mantidas em diferentes meios de cultura na presencga ou nao de soro fetal bovino.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas neste ensaio foram coletadas da medula 6ssea do
esterno e do tecido adiposo da regido glutea de cinco cavalos adultos, e processadas
para o isolamento de células mononucleares, utilizando-se gradiente de densidade
(Ficoll', 1,077g/dl). As células foram congeladas em solugdo criopreservativa e

armazenadas em nitrogénio liquido durante um més.

2.1. Cultivo primario e sub-cultivo de células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais provenientes da medula éssea (CTM-MO) e do
tecido adiposo (CTM-AD) de cada cavalo foram descongeladas e imediatamente
incubadas em frascos de cultivo celular de 25 cm? na concentragao inicial de 5 x 10°
células/ml em um volume final de 3ml de RPMI* e em duplicata. As células foram
mantidas em incubadora a 5% de CO, e temperatura de 37°C.

Ap6s 72 horas de incubagdo, ou seja, de cultivo primario, as células nao-
aderentes foram removidas, lavando-se as garrafas com uma solucdo de Hanks’ livre
de Ca?* e Mg?®*. Para o desprendimento das células aderidas foi utilizada solucdo de
tripsina* a 0,25% acrescida de EDTA’ (0,01%) por 5 minutos ou até a visibilizagdo do
total desprendimento das células do fundo das garrafas. Para inibir a acéo da tripsina as
células foram ressuspendidas em meio de cultivo RPMI-1640 contendo soro fetal
bovino® a 10% (SFB) e o sub-cultivo celular ocorreu em placa de 24 pogos, contendo

cada poco 1x10* células/ml em um volume total de 1,0ml de meio DMEM’ acrescido de

! Ficoll-Paque. Amersham, Sao Paulo/SP.

2 RPMI 1640. Cultilab, Campinas/SP.

* Solug&o Balanceada Hanks. Cultilab, Campinas/SP.
* Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.

5 Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.

¢ Cultilab, Campinas/SP.

7 Cultilab, Campinas/SP.
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10% de SFB ou meio AIM-V* sem SFB. As replicagdes celulares ou passagens foram
realizadas sempre que as células atingiram confluéncia de 90%, utilizando solugéo de
tripsina/EDTA conforme descrito acima e, na quarta passagem, as células foram
transferidas dos pogos para garrafas de 25cm? e incubadas nos meios de cultivo celular

supracitados.

2.2. Analise Morfolégica e das Unidades formadoras de colénia (CFU)

As culturas de células-tronco foram observadas uma vez por semana em
microscopio de luz invertida, com o intuito de se realizar a analise qualitativa. Esta
analise consistiu na descricdo das caracteristicas morfologicas das células e do aspecto
geral do cultivo celular.

O numero de unidades formadoras de colbnia (CFU) foi obtido contando-se o
numero de agrupamentos celulares, sendo que o agrupamento de cinco ou mais células
foi considerado como uma colénia. A contagem foi realizada nos dias cinco, 15 e 25 do
sub-cultivo, observando-se cinco campos aleatérios por garrafa de cultura de cada
animal.

As fotomicrografias das CFU foram obtidas utilizando-se um Fotomicroscépio
(Olympus) acoplado a um microscépio invertido (AxioVert, Zeiss) equipado com camera
fotografica de 35 mm e filme Kodacolor Gold 100 (Kodak®).

2.3. Analise imunofenotipica

Conforme citado anteriormente, as amostras foram mantidas em dois meios de
cultivo diferentes, no entanto, a analise imunofenotipica ocorreu apenas com as
amostras que apresentaram melhores caracteristicas durante o cultivo celular.

No terceiro dia de cultivo primario, antes do descarte das células sobrenadantes
e do inicio do sub-cultivo, ou seja, ainda com as células totais, realizou-se a primeira
analise imunofenotipica, que foi repetida na terceira e décima passagem, no 18° e 37°
dia de cultivo, respectivamente. No momento da replicacdo celular, foi realizada a

contagem do nimero de células de cada amostra e 8 x 10° células foram utilizadas para

8 GIBCO Invitrogen, S&o Paulo/SP.
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a analise imunofenotipica. As CTM-AD e CTM-MO foram lavadas e ressuspendidas a
uma concentragdo de 1x10° células em 100pl/pogo de tampdo de citometria (PBS’
contendo 0,5% de soroalbumina bovina' e 0,02% de azida so6dica''). Apos outro ciclo
de lavagem, as células foram ressuspendidas em tampdo e marcadas com o0s
anticorpos monoclonais para as seguintes moléculas de superficie: CD11c"> (marcador
de células da linhagem miel6ide, monécitos, macréfagos e células dendriticas), CD14"
(marcador de monécitos e macrofagos), CD4' (marcador de linfécitos T), CD8"
(marcador de linfocitos T), CD3'" (marcador de linfocitos T), CD45" (marcador de
células da linhagem hematopoiética), CD34" (marcador de células-tronco
hematopoiéticas humanas) e STRO-1" (marcador de células-tronco mesenquimais
humanas). Apds incubacéo por 20 minutos a 4°C e no escuro, as células foram lavadas
duas vezes em tampédo para citometria (100uL/pogo). As células foram entdo
ressuspendidas em 150uL de tampdo para citometria contendo 2% de
paraformaldeido®, para fixagdo das células. A seguir foram submetidas a leitura em
citbmetro de fluxo (FACSCalibur-Becton & Dickinson), analisando-se 10.000 eventos
por reacéo. Para a analise dos resultados foi utilizado o “software” CellQuest (BD).

A imunofenotipagem das células mantidas in vitro foi realizada analisando a

frequéncia dos marcadores de membrana.

2.4. Analise estatistica
Os resultados obtidos na contagem de CFU foram analisados pelo teste “t” de

Student e os resultados da analise imunofenotipica foram submetidos ao teste de

comparagdes multiplas de Bonferroni (VIEIRA, 2004). Para a realizacao dos testes foi

? Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.

19 Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.

1 Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.

12 Especificidade Anti-humano CD11c, Clone HL3, marcag&o FITC, BD Biosciences, S&o Paulo/SP.

13 Especificidade Anti-humano CD14, Clone M5E2, marcagéo FITC, BD Biosciences, S&o Paulo/SP.

4 Especialidade Anti-equino CD4, Clone CVS4, néo conjugado, Serotec, Oxford, UK.

15 Especialidade Anti-equino CD8, Clone CVS8, ndo conjugado, Serotec, Oxford, UK.

'S Especialidade Anti-equino CD3, Clone CD3-12, n&o conjugado, Serotec, Oxford, UK.

17 Especialidade Anti-humano CD45, Clone 136-4B5 (IV WS), marcagao PE, FK Biotec, Porto Alegre/RS.
18 Especialidade Anti-humano CD34, Clone ICO 115 (IV WS), marcacgdo PE, FK Biotec, Porto Alegre/RS.
1 Especialidade Anti-humano STRO-1, Clone PAD Stro-1, ndo conjugado, Invitrogen, S&o Paulo/SP.

20 Quiminvest, Rio de Janeiro/RJ.
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utilizado o programa GraphPad InStat 3.0. O limite de significAncia adotado foi de 5%
(p=<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise Morfologica

No inicio das avaliacbes morfoldgicas (dia zero), as amostras de CTM-AD e de
CTM-MO apresentaram caracteristicas semelhantes, com células arredondadas de

diferentes tamanhos e formatos bastante heterogéneos, conforme ilustra a Figura 1.

Figura 1. Fotomicrografias de células no inicio da cultura (dia zero) em aumento de 10x. (A)
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM-AD) de equino. (B) células-

tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTM-MO) de equino.
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No terceiro dia de cultivo, ap6s a retirada das células ndo aderentes, observou-
se nas amostras de CTM-AD uma populagao celular fusiforme e firmemente aderida,
enquanto nas amostras de CTM-MO, a populagdo celular que aderiu a placa,

apresentou formato arredondado e menor numero de células (Figura 2).

Figura 2. llustracdes fotogréficas onde se observa em A: cultura de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo (CTM-AD) de equino e em B: cultura de células-
tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTM-MO) de equino no terceiro dia de

cultivo. Aumento de 20x.

Durante a primeira semana de cultivo foi possivel perceber diferencas entre as

culturas mantidas em meio DMEM (contendo 10% de SFB) e as mantidas em AIM-V.
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Estas diferencgas foram visiveis no sétimo dia de cultura e estéo ilustradas nas Figuras 3
e 4. As CTM-AD, mantiveram o formato predominantemente fusiforme e apresentaram
maior celularidade em meio de cultura DMEM quando comparadas com as células
cultivadas em meio AIM-V. Entretanto, observou-se nas culturas de CTM-MO, uma
populacao celular aderida, de formato arredondado, com maior quantidade de células e

maior refringéncia em meio AIM-V.

Figura 3. llustracdes fotograficas de células-tronco mesenquimais obtidas de tecido adiposo
(CTM-AD) de equino no sétimo dia de cultivo. A: em meio DMEM. B: em meio AIM-V.
Aumento de 20x.



36

Figura 4. llustragdes fotograficas de células-tronco mesenquimais obtidas de medula 6ssea
(CTM-MO) de equino no sétimo dia de cultivo. A: em meio DMEM. B: em meio AIM-V.

Aumento de 20x.

A partir do décimo quarto dia de cultivo ndo foram mais encontradas diferencas
entre os dois meios de cultura. As CTM-AD mantiveram o formato fusiforme e
apresentaram proliferacdo desorganizada. Observou-se nas amostras de CTM-MO a
presenca de células de aspecto fusiforme e a formacgéo de colénias ou agregados

celulares (Figura 5).
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Figura 5. llustracbes fotograficas onde se observa em A: cultura de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo (CTM-AD) de equino em meio DMEM e em B: cultura
de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTM-MO) de equino em meio AIM-V

no décimo quarto dia de cultivo em aumento de 20x.

Com vinte e um dias de cultivo, observou-se nas amostras de CTM-AD células
fortemente aderidas, de aspecto fusiforme e com proliferagdo organizada. Nas culturas
de CTM-MO, observou-se maior refringéncia e a presenca de células de formas

arredondadas e células fusiformes (Figura 6).



38

Figura 6. llustragcdes fotograficas onde se observa em A: cultura de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo (CTM-AD) de equino e em B: cultura de células-
tronco mesenquimais de medula éssea (CTM-MO) de equino com 21 dias de cultivo

em aumento de 20x.

A ultima avaliagdo morfologica foi realizada com trinta e dois dias de cultivo,
quando as CTM-AD apresentaram as mesmas caracteristicas da avaliagéo anterior e
nas culturas de CTM-MO foi verificada a predominancia de células fusiformes aderidas
(Figura?).
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Figura 7. llustragcdes fotograficas onde se observa em A: cultura de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo (CTM-AD) de equino e em B: cultura de células-
tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTM-MO) de equino com 32 dias de cultivo

em aumento de 20x.

Visando evitar o potencial risco de exposicdo de pacientes humanos as células
cultivadas na presenca de soro fetal bovino (SFB), alguns trabalhos estdo sendo
desenvolvidos em busca de um suplemento que o substitua (BIEBACK et al., 2009),
pois segundo os resultados de PAL et al. (2009) a presenca do soro é essencial para
manter e expandir a cultura de células-tronco mesenquimais. No presente trabalho,

apesar de as amostras provenientes do tecido adiposo apresentarem maior celularidade
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em meio DMEM suplementado com SFB nas primeiras duas semanas, a partir deste
momento n&o se verificou mais diferengca em relacdo as amostras mantidas em meio
AIM-V sem SFB, sugerindo que este pode ser uma alternativa para a cultura de células
visando transplantes.

Em relagcdo a expansdo celular, foi observado no decorrer do cultivo que as
amostras de CTM-AD sempre atingiram a confluéncia de 90% antes das amostras de
CTM-MO, de modo que as replicagdes celulares de CTM-AD ocorreram a intervalos
meédios de trés dias, enquanto que de CTM-MO ocorreram a cada cinco dias
aproximadamente. Estas observagdes corroboram os achados de COLLEONI et al.
(2009) indicando que, em equinos, as células provenientes do tecido adiposo
apresentam maior capacidade de proliferacdo em cultura que as células obtidas da
medula éssea. Resultados semelhantes foram encontrados por COWAN et al. (2004),
que trabalhando com células-tronco mesenquimais de camundongos, relataram que a
velocidade de expansao das células derivadas do tecido adiposo foi cinco vezes mais
rapida nos primeiros sete dias comparando com as células da medula éssea.

Além disto, foi possivel observar que as células do tecido adiposo mantiveram
populagdes celulares mais homogéneas enquanto as células da medula &ssea
apresentaram cultivo heterogéneo por mais tempo. FORTIER et al. (1998) conseguiram
completar a retirada de células sanguineas e células-tronco hematopoiéticas nao
aderentes da cultura de células-tronco mesenquimais no nono dia de cultivo, quando a
populagdo de células predominantes apresentou morfologia semelhante as células
encontradas no presente trabalho. Assim, sugere-se que neste estudo as culturas de
células provenientes do tecido adiposo tiveram as células ndo aderentes removidas
com sucesso ja na primeira troca de meio, enquanto as culturas de células provenientes
da medula 6ssea ainda apresentaram células hematopoiéticas, embora em quantidade
decrescente, presentes até a ultima avaliagdo, justificando assim o aspecto
heterogéneo da cultura.

A populagao celular de aspecto fusiforme observada neste trabalho tanto nas
amostras de tecido adiposo como de medula 6ssea é morfologicamente semelhante as

células-tronco mesenquimais apresentadas em outros estudos com humanos e animais,
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nos quais estas células sdo descritas como células de aspecto estrelado ou células
semelhantes a fibroblasto (VIDAL et al. 2007; VIDAL et al. 2006; HEGEWALD et al.,
2004; SMITH et al., 2003; ZUK et al., 2001; FORTIER et al., 1998).

3.2. Contagem de CFU

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados os numeros absolutos de unidades
formadoras de colénia (CFU) obtidos nas amostras de CTM-AD e CTM-MO,
respectivamente, demonstrando que n&o foram observadas diferencas entre as

amostras de mesma natureza cultivadas em meios diferentes.

Tabela 1. Niumeros absolutos de unidades formadoras de colénia (CFU) obtidos em amostras de CTM-
AD de equinos analisadas no 5°, 15° e 25° dias de sub-cultivo em meio DMEM ou AIM-V.
Jaboticabal/SP, 2009.

5° dia 5° dia 15° dia 15° dia 25° dia 25° dia
Animal DMEM AIM-V DMEM AIM-V DMEM AIM-V
1 0 0 0 0 1 1
2 0 0 1 1 1 1
3 0 0 0 0 1 1
4 1 1 1 1 1 1
5 0 0 0 0 1 1
Média 0,2 +0,45 0,2+045 0,4+055 0,4 +0,55 1,000 1,0+0,0

Tabela 2. Numeros absolutos de unidades formadoras de colénia (CFU) obtidos em amostras de CTM-
MO de equinos analisadas no 5° 15° e 25° dias de sub-cultivo em meio DMEM ou AIM-V.
Jaboticabal/SP, 2009.

5° dia 5° dia 15° dia 15° dia 25° dia 25° dia
Animal ~ DMEM AIM-V DMEM AIM-V DMEM AIM-V
1 1 1 1 1 2 2
2 0 0 0 0 2 2
3 0 0 0 0 2 2
4 0 0 1 1 1 1
5 1 1 1 1 2 2

Média 0,4:055 0,4+055 0,6 + 0,55 06+055 1,8+045 1,8+045
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Entretanto, verificou-se diferenca significativa entre as amostras de CTM-AD e
de CTM-MO, de forma que as amostras oriundas da medula 6ssea apresentaram maior
numero de CFU do que as amostras de tecido adiposo (Figura 8), sugerindo
capacidade superior de formacgao de col6nias. Isso pode ser devido a maior existéncia
de células hematopoiéticas nas amostras CTM-MO, pois estas células apresentam
grande tendéncia para aglutinacdo. VIDAL et al. (2007) também observaram que
populagdes obtidas de tecido adiposo ndo formam tantas col6nias como as células da
medula 6ssea e distribuem-se de maneira mais uniforme e mais aderida a placa de

cultivo, como foi observado neste trabalho.

1,8
1,6
1,4
1,2

= MO
0,8
0,6
0,4
0,2 -

u AD

59DIA 152DIA 252DIA

Figura 8. llustracédo grafica dos valores de unidades formadoras de colénia (CFU) obtidos a
partir de culturas de células do aspirado medular (MO) e do tecido adiposo de equinos
(AD) nos 5°, 15° e 25° dias de cultivo. * indica diferenca significativa entre os grupos
(p=<0,05 Teste t de Student).

3.1. Analise imunofenotipica
A primeira avaliagdo imunofenotipica foi realizada no terceiro dia de cultivo
primario em meio RPMI-1640, antes do descarte das células sobrenadantes e do inicio

do sub-cultivo, ou seja, ainda com as células totais. Os resultados da imunofenotipagem
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estdo expressos em porcentagem de células positivas para os marcadores utilizados e

estdo apresentados na tabela a seguir.

Tabela 3. Imunofenotipagem de células provenientes da medula 6ssea (MO) e do tecido adiposo (AD) de
equinos, analisadas no 3° dia de cultivo primario. Resultados expressos em porcentagem de

células positivas. Jaboticabal/SP, 2009.

Grupo MO CD14 CD34 CD45 STRO-1 CD3 CD4 CD8 CD11c

1 0,9 22,4 19,2 3,9 9 0,4 0,4 0,8

2 2,2 20,3 18,2 4,2 11 0,2 0,2 0,7

3 1,1 37,9 241 6,1 12 0,3 0,3 0,8

4 1,5 28,2 18,9 52 8 0,2 0,2 0,4

5 0,8 32,4 22,2 4,8 10 0,1 0,1 2,2
Média 1,3 Aa 28,24Ba 20,52Ba 4,84 Aa 10,0Ca 0,24Aa 0,24Aa 0,98 Aa
Grupo AD CD14 CD34 CD45 STRO-1 CD3 CD4 CD8 CD11c

1 1,1 51,6 24,7 10,1 2,2 0 0 2,3

2 3,4 58,4 43,2 13,4 2,1 0 0 4,2

3 0,5 65,1 42,3 10,5 2,4 0 0 2,5

4 2,8 51,8 39,4 12,8 0,9 0 0 3,3

5 3,6 63,6 50,0 13,6 1,8 0 0 3,7
Média 2,28 Aa 581Bb 39,92Cb 12,08 Da 1,88 Aa 0 Aa 0 Aa 3,2 Aa

Letras mailsculas comparam os diferentes fenétipos dentro do mesmo grupo. Letras mindsculas
comparam os mesmos fenétipos entre os dois grupos. Letras diferentes indicam diferengas significativas
(p<0,05). Teste de comparagdes multiplas de Bonferroni.
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Entre os oito marcadores utilizados neste trabalho, os mais encontrados no
primeiro momento da avaliagdo imunofenotipica, tanto nas amostras de CTM-MO como
nas amostras de CTM-AD, foram CD34 e CD45. Os marcadores CD3 e STRO-1
apresentaram a terceira maior porcentagem nas amostras de CTM-MO e de CTM-AD,
respectivamente. CD14 e CD11c foram identificados em porcentagens de ocorréncia
menores para ambos 0s grupos, e os marcadores CD4 e CD8 apareceram em
porcentagem minima nas amostras de CTM-MO e nao foram identificados nas amostras

de CTM-AD. A Figura 9 ilustra estes resultados.

Medula éssea (MO)

m CD14
m CD34
= CD45
m STRO-1
mCD3

= CD4

m CD8

m CD11c

Tecido adiposo (AD)

m CD14
mCD34
= CD45
m STRO-1
W CD3

= CD4

m CD8

W CD11c

Figura 9. llustracdes graficas da ocorréncia dos marcadores de superficie utilizados na
avaliagdo imunofenotipica das amostras de células de medula éssea e tecido adiposo de

equinos no 3° dia de cultivo primario.

A segunda avaliacdo imunofenotipica foi realizada no 18° dia de sub-cultivo.

Como neste momento ndo foram verificadas diferencas entre as amostras cultivadas
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em meio DMEM ou AIM-V, optou-se por submeter a analise as células cultivadas em

DMEM. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Imunofenotipagem de células provenientes da medula éssea (MO) e do tecido adiposo (AD) de
equinos, analisadas no 18° dia de sub-cultivo. Resultados expressos em porcentagem de

células positivas. Jaboticabal/SP, 2009.

Grupo MO CD14 CD34 CD45 STRO-1 CD3 CD4 CD8 CD11c

1 3,8 58 1,2 18,8 0,4 0,4 ND ND

2 2,8 4,3 3,2 10,1 0,2 0,2 ND ND

3 2,0 7,9 41 14,7 0,4 0,3 ND ND

4 1,9 8,2 2,2 10,2 0,5 0,6 ND ND

5 3,4 24 2,5 20,2 0,5 0,6 ND ND

Média 2,78 5,72 2,64 14,8 0.4 0,42 ND ND
Grupo AD CD14 CD34 CD45 STRO-1 CD3 CD4 CD8 CD11c

1 2,2 2,2 2,7 22,2 ND ND ND ND

2 2,1 4,4 24 19,2 ND ND ND ND

3 4,7 2,8 1,3 28,9 ND ND ND ND

4 3,2 2,3 0,9 25,3 ND ND ND ND

5 3,7 4,7 1,2 26,8 ND ND ND ND

Média 3,18 3,28 1,7 24,48 ND ND ND ND
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No décimo oitavo dia de sub-cultivo, os resultados indicaram maior
porcentagem de células positivas para o marcador STRO-1, tanto nas amostras de
CTM-MO quanto nas amostras de CTM-AD, que apresentaram valores ainda maiores.
As células marcadas com CD34 e CD45 diminuiram significativamente, enquanto houve
aumento de CD14. Os marcadores CD3 e CD4 foram encontrados em quantidades
semelhantes nas amostras de CTM-MO e estavam ausentes nas amostras de CTM-AD.
Nao foram encontradas células positivas para CD8 e CD11c em nenhuma das amostras

avaliadas (Figura 10).

Medula éssea (MO)

mCD14
mCD34
m CD45

B STRO-1

W CD3

m CD4
CD8

m CD11c

Tecido adiposo (AD)
et . m CD14

mCD34

m CD45

B STRO-1

W CD3

= CD4
CcD8
= CD11c

Figura 10. llustragcdes graficas da ocorréncia dos marcadores de superficie utilizados na
avaliagdo imunofenotipica das amostras de células de medula éssea e tecido adiposo de

equinos no 18° dia de sub-cultivo.
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A tabela 5 apresenta os resultados da ultima avaliagdo imunofenotipica

realizada com as células no 37° dia de sub-cultivo em meio DMEM.

Tabela 5. Imunofenotipagem de células provenientes da medula éssea (MO) e do tecido adiposo (AD) de

equinos, analisadas no 37° dia de sub-cultivo. Resultados expressos em porcentagem de

células positivas. Jaboticabal/SP, 2009.

Grupo MO CD14 CD34 CD45 STRO-1 CD3 CD4 CD8 CD11c

1 59 2,8 0,2 14,1 ND ND ND ND

2 9,8 0,3 1,2 12,3 ND ND ND ND

3 8,2 0,9 3,1 16,7 ND ND ND ND

4 10,5 1,2 1,2 13,2 ND ND ND ND

5 6,8 1,4 0,5 21,1 ND ND ND ND

Média 8,24 1,32 1,24 15,48 ND ND ND ND
Grupo AD CD14 CD34 CD45 STRO-1 CD3 CD4 CD8 CD11c

1 5,5 0.8 0,7 25,3 ND ND ND ND

2 2,2 0,4 0,4 39,4 ND ND ND ND

3 6,5 1,8 0,3 32,3 ND ND ND ND

4 3,3 0,9 0,5 35,1 ND ND ND ND

5 6,4 0,7 0,2 29,2 ND ND ND ND

Média 4,78 0,92 0,42 32,26 ND ND ND ND
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As células positivas para os marcadores CD3, CD4, CD8 e CD11c ndo estavam
mais presentes em nenhuma das amostras. Observou-se diminuicao expressiva das
células CD34" e CD45", com valores significativamente menores nas amostras de CTM-
AD. O segundo marcador mais encontrado foi CD14, em quantidade superior nas
amostras de CTM-MO e a maioria das células analisadas neste momento da cultura
eram positivas para STRO-1 em ambos o0s grupos, sendo que uma porcentagem

superior foi encontrada nas amostras de CTM-AD.
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Figura 11. llustragcdes graficas da ocorréncia dos marcadores de superficie utilizados na
avaliagdo imunofenotipica das amostras de células de medula éssea e tecido adiposo de

equinos no 37° dia de sub-cultivo.

MAMBELLI et al. (2009) estudaram a expressdo de marcadores de células-tronco
mesenquimais humanas (CD29, CD31, CD34, CD45, CD117 e STRO-1) em amostras
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de células-tronco mesenquimais de equinos derivadas de tecido adiposo e
confrontaram seus resultados com trabalhos que haviam relatado positividade na
expressdo destes marcadores em células-tronco oriundas de cordao umbilical de
equinos (HOYNOWSKI et al. 2007; REED et al. 2008), sugerindo que estes marcadores
ndo sao Uteis na caracterizacao fenotipica de células-tronco mesenquimais de equinos
coletadas em animais adultos. Os resultados do presente trabalho divergem daqueles
obtidos por MAMBELLI et al. (2009), uma vez que houve células positivas nos trés
momentos avaliados para os anticorpos anti-humanos CD34, CD45, STRO-1 e CD14.

Apds a observacao dos resultados obtidos nas trés avaliagbes, verifica-se que a
analise imunofenotipica realizada por citometria de fluxo foi capaz de demonstrar que o
perfil fenotipico das culturas de células-tronco mesenquimais de equinos sofreu
modificagbes no decorrer do tempo de cultivo celular. ZHANG et al. (2005) também
observaram que células-tronco hematopoiéticas de camundongos mudam seu fenétipo
de superficie durante a expansdo em cultura. Estes autores verificaram que a
populagéo de células-tronco apés dez dias de cultura expressaram positividade apenas
para alguns dos marcadores identificados nas células frescas e dois outros marcadores
foram identificados somente nas células em cultura. CARVALHO et al. (2009),
trabalhando com células-tronco mesenquimais de equinos obtidas a partir de tecido
adiposo, de forma semelhante ao que foi realizado neste estudo, pesquisaram outros
marcadores de superficie e observaram que a expressdo de células CD44" aumentou
no decorrer do cultivo celular e das passagens, indicando mudangas nas caracteristicas
fenotipicas das células.

Neste estudo, as células presentes no inicio da cultura apresentaram maior
expressao de marcadores hematopoiéticos, e no decorrer do tempo a expressao destes
marcadores foi diminuindo, pois as células hematopoiéticas nao aderentes foram sendo
removidas com as trocas de meio e a porcentagem de células-tronco mesenquimais
aderidas foi aumentando, assim como a expressdo do marcador STRO-1. MIRANVILLE
et al. (2004) trabalhando com células-tronco derivadas de tecido adiposo em humanos

também encontraram grande numero de células CD34" em amostras recém coletadas.
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Segundo WICKHAM et al. (2003), a populagcdo de ceélulas estromais
indiferenciadas obtidas do tecido adiposo de humanos parece ser bastante
heterogénea, uma vez que foi observada positividade de marcagéo para dez anticorpos
diferentes.

Comparando os resultados da expressao fenotipica entre as amostras de CTM-
MO e CTM-AD, verifica-se que também estdo de acordo com as avaliagdes
morfoldgicas, que mostraram predominancia de células mesenquimais nas amostras
provenientes do tecido adiposo e uma populacdo celular mais heterogénea nas
amostras provenientes de medula 6ssea.

A analise imunofenotipica das amostras em estudos com células-tronco é de
extrema importancia, pois € a maneira que se tem de caracterizar a populacao de
células utilizadas. Assim, a comparacédo entre os resultados de dois trabalhos s6 é
possivel se ambos utilizaram a mesma populacédo de células, e se a caracterizacao
fenotipica néo foi realizada nao é possivel ter essa garantia. Os trabalhos utilizando
células-tronco na espécie equina s&o, em sua maioria, voltados para testes de
aplicagao clinica e diferenciagao celular e pouco se sabe a respeito dos marcadores de
membrana que caracterizam estas células. Diante disso, os resultados obtidos no
presente trabalho servem como ponto de partida para outros estudos, utilizando
marcadores diferentes a fim de se obter uma classificagdo fenotipica para células-

tronco mesenquimais de equinos.

4. CONCLUSOES

O meio de cultura AIM-V € uma alternativa para o cultivo de células-tronco
mesenquimais de equinos sem a presenca de soro fetal bovino.

As células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de equinos
apresentam maior capacidade de proliferacdo em cultura que as células obtidas da
medula 6ssea.

O perfil fenotipico da populacéo de células obtidas a partir da medula 6ssea e

tecido adiposo de equinos sofre modificagdes no decorrer do tempo de cultivo celular.
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CAPITULO 4 - EFEITOS DO TGF-B1 EM CULTURAS DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS DE EQUINOS OBTIDAS A PARTIR DA MEDULA OSSEA E
TECIDO ADIPOSO.

RESUMO - Os fatores que induzem diferenciacdo das células-tronco
mesenquimais de equinos ainda ndo sdo bem conhecidos. O objetivo deste trabalho foi
estudar os efeitos do TGF-B1 sobre culturas de células-tronco mesenquimais equinas.
Cinco cavalos adultos foram submetidos a coleta de medula 6ssea do esterno e, em
seqguida, de tecido adiposo da regiao glutea préxima a insergéo da cauda. As amostras
foram processadas para o isolamento de células mononucleares, utilizando-se
gradiente de densidade Ficoll. Apés 72 horas de cultivo primario e remogao das células
nao aderentes, as amostras foram cultivadas em dois tipos de meios de cultivo
diferentes: meio DMEM acrescido de 10% de SFB ou AIM-V sem SFB. Os meios de
cultivo foram trocados a cada trés dias e no vigésimo quinto dia, foi adicionado 10ng/ml
de TGF-B1 aos meios DMEM e AIM-V, mantendo um grupo controle sem TGF-31 para
cada meio. Depois de seis dias avaliou-se os efeitos do TGF-31 sobre as culturas. A
presenca do TGF-B1 aumentou significativamente o numero de unidades formadoras de
colénia, havendo diferencas entre as amostras e os meios de cultivo. As porcentagens
de necrose e apoptose também foram determinadas antes e apds o tratamento,
encontrando-se diferengas significativas. A avaliagdo citoquimica por meio da coloragéo
com Alcian Blue identificou a presenga de proteoglicanas sulfatadas apenas nas
amostras tratadas com TGF-B1, sugerindo que a presenca do fator exerceu efeito

estimulante para a diferenciagdo condrogénica.

Palavras-Chave: apoptose, células-tronco mesenquimais, equinos, necrose, TGF-1.
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1. INTRODUCAO

O reparo de lesdes em tecido cartilaginoso permanece ainda como um desafio
clinico expressivo. A lesédo da cartilagem articular apresenta limitado potencial de reparo
e grandes defeitos ndo cicatrizam espontaneamente. Quando a leséo se estende ao
0ssO subcondral, o processo de reparo € esporadico, sendo a cartilagem articular
original substituida por fibrocartilagem e tecido cicatricial, os quais sdo estruturalmente
inferiores a arquitetura hialina da cartilagem articular normal (HUANG et al., 2004).

Os tratamentos convencionais para os defeitos cartilaginosos incluem técnicas
de estimulagdo da medula, como a perfuracdo subcondral, e artroplastias. Infelizmente
essas opgdes, bem como as estratégias desenvolvidas recentemente usando enxertos
osteocondral, pericondral e periosteal ndo resultam em completa regeneracdo da
arquitetura hialina original e a articulagéo € incapaz de suportar o peso e atividade fisica
por periodos prolongados (HUANG et al., 2004).

Entre as estratégias terapéuticas desenvolvidas pela engenharia de tecidos, a
implantacado de condrdcitos representa uma alternativa promissora diante das técnicas
tradicionais. Contudo, o uso de condrocitos aldbgenos carrega o risco inerente da reagao
auto-imune. O uso de condroécitos autdégenos elimina este risco, mas € limitado pela
falta de locais adequados do doador e a necessidade de grandes amostras de
cartlagem doada. Em virtude destas dificuldades, outras fontes precursoras de
condrocitos tém sido estudadas e a utilizagdo de células-tronco mesenquimais parece
ter aplicabilidade 6bvia, visto que sao células progenitoras pluripotentes capazes de se
diferenciar em muitos tipos celulares, incluindo condrocitos (WORSTER et al., 2000).

Os fatores que induzem o desenvolvimento das células-tronco mesenquimais
de equinos em condrdcitos ainda ndo sdo bem conhecidos. Em estudos com células-
tronco mesenquimais realizados em individuos da espécie humana, a diferenciagcéo
condrogénica foi estimulada por meio do tratamento das células com fator de
crescimento transformante 1 (TGF-p1) (ZUK et al., 2001; HUANG et al., 2004; HUANG
et al., 2005). A utilizagcdo do TGF-B1 na diferenciacao condrogénica também foi testada
com sucesso em equinos por WORSTER et al. (2000) e HEGEWALD et al. (2004).

Ambos os grupos trabalharam apenas com células-tronco mesequimais obtidas de
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aspirados da medula 6ssea. Em alguns destes estudos (HUANG et al.,, 2004;
HEGEWALD et al.,, 2004; ZUK et al, 2001;), a diferenciagdo condrogénica foi
comprovada por meio de analise citoquimica, na qual identificou-se a presenca de
proteoglicanas sulfatadas, tipicamente encontrada na matriz cartilaginosa, e que podem
ser visualizadas com o uso da coloragdo Alcian Blue em pH acido (LEV & SPICER,
1964).

O TGF-B1 € uma citocina envolvida em muitos eventos biolégicos como
imunossupressao, angiogénese, crescimento celular e apoptose (ABRAHAM et al.,
2009). Em geral, os membros da superfamilia TGF-beta influenciam numerosos
processos fisioldgicos, incluindo a apoptose, em uma variedade de 6rgaos e tecidos
(SCHULZ et al., 2008).

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com as suas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas. A necrose € um tipo de morte na qual as
células sofrem um insulto que resulta no aumento do volume celular, agregagédo da
cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana
citoplasmatica e consequente ruptura celular. Durante a necrose, o conteudo celular é
liberado, causando danos as células vizinhas e reacao inflamatoria local (ZIEGLER &
GROSCURTH, 2004).

Durante muito tempo, a morte celular foi considerada um processo passivo de
carater degenerativo, que ocorre em situac¢des de lesao celular, infeccdo e auséncia de
fatores de crescimento. Entretanto, nem todos os eventos de morte celular sdo
processos passivos. Em 1964, foi proposto o termo “morte celular programada” para
designar um tipo de morte celular que nao ocorre de forma acidental. Em 1972, Kerr,
Wyllie e Currie sugeriram o termo apoptose para indicar esse tipo de morte celular. A
apoptose ocorre nas mais diversas situacdes, como por exemplo, na organogénese e
hematopoiese normal e patolégica, na reposigéao fisiolégica de certos tecidos maduros,
na atrofia dos 6rgéos, na resposta inflamatoéria e na eliminacao de células apds dano
celular por agentes toxicos (GRIVICICH et al., 2007).

De modo geral, a apoptose é um fendmeno bastante rapido onde ocorre

retracéo da célula e perda de aderéncia com a matriz extracelular e as células vizinhas.



59

As organelas celulares mantém a sua morfologia, com excec¢éo, em alguns casos, das
mitocdndrias, que podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre
condensacéo e se concentra junto a membrana nuclear, que se mantém intacta. A
seguir, a membrana citoplasmatica forma prolongamentos e o nucleo se desintegra em
fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular
aumentam em numero e tamanho e se rompem, originando estruturas contendo os
residuos celulares. Estas porgdes celulares envoltas pela membrana celular séo
denominadas corpos apoptéticos. Os corpos apoptoticos sdo rapidamente fagocitados
por macrofagos e removidos sem causar processo inflamatorio (ZIEGLER &
GROSCURTH, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito condrogénico do TGF-1 sobre
células-tronco mesenquimais de equinos obtidas a partir da medula 6ssea e tecido

adiposo e mantidas em dois diferentes meios de cultivo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento e cultura das células-tronco mesenquimais

As amostras utilizadas neste trabalho foram coletadas da medula 6ssea do
esterno e do tecido adiposo da regido glutea de cinco cavalos adultos, e processadas
para o isolamento de células mononucleares, utilizando-se gradiente de densidade
(Ficoll’, 1,077g/dI).

As células provenientes da medula 6ssea (CTM-MO) e do tecido adiposo (CTM-
AD) de cada cavalo foram incubadas em frascos de cultivo celular de 25cm? na
concentragdo inicial de 5 x 10° células/ml em volume final de 3ml de RPMI?> em

duplicata e mantidas em incubadora a 5% de CO, e 37°C.

! Ficoll-Paque. Science Pro, Sdo Caetano do Sul/SP.
2 RPMI 1640. Cultilab, Campinas/SP.
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Apbs 72 horas de incubacdo, ou seja, de cultivo primario, as células nao-
aderentes foram removidas, lavando-se as garrafas com solucdo de Hanks® livre de
Ca?* e Mg®". Para o desprendimento das células aderidas foi utilizada solugéo de
tripsina® a 0,25% acrescida de EDTA® (0,01%) por 5 minutos ou até a visualizagdo do
total desprendimento das células do fundo das garrafas. Para inibir a acédo da tripsina as
células foram ressuspendidas em meio de cultivo RPMI contendo soro fetal bovino®
(SFB) a 10% e o sub-cultivo celular ocorreu em placa de 24 pogos, contendo cada pogo
1x10* células/ml em um volume total de 1,0ml de meio DMEM’ acrescido de 10% de
SFB ou meio AIM-V® sem SFB. As replicacdes celulares ou passagens foram realizadas
sempre que as células atingiram confluéncia de 90% e, na quarta passagem, as células
foram transferidas dos pogos para garrafas de 25cm?. Os meios de cultivo foram
trocados a cada trés dias e no vigésimo quinto dia, foi adicionado 10ng/ml de TGF-B1°

aos meios DMEM e AIM-V, mantendo um grupo controle para cada meio.

2.2. Contagem de CFU

As culturas de células-tronco foram observadas em microscopio de luz
invertida, e o numero de unidades formadoras de colénia (CFU) foi obtido observando-
se cinco campos aleatorios por garrafa de cultura de cada animal e contando-se o
numero de células agrupadas, sendo mais do que cinco células agrupadas considerado
uma colénia. A contagem foi realizada antes da introducdo do TGF- 31, e seis dias
apos.

As fotomicrografias das CFU foram obtidas utilizando-se um Fotomicroscopio
(Olympus) acoplado a um microscépio invertido (AxioVert, Zeiss) equipado com camera
fotografica de 35mm e filme Kodacolor Gold 100 (Kodak®).

8 Solugéo Balanceada Hanks. Cultilab, Campinas/SP.
4 Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.

® Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.

® Cultilab, Campinas/SP.

” Cultilab, Campinas/SP.

® GIBCO Invitrogen, Sao Paulo/SP.

? Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.
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2.3. Avaliagao de apoptose e necrose celular

Para detectar o numero de células em apoptose ou necrose, foi utilizada a
técnica de citometria de fluxo proposta por LORA et al. (2004), e as avaliagbes foram
realizadas no vigésimo quinto dia de cultivo, antes da adigdo do TGF-B1, e seis dias
apos.

Como marcadores foram utilizados a anexina V'° marcada com isotiocianato de
fluoresceina — FITC (uma substancia de fluorescéncia verde) e o iodeto de propideo’”.
A anexina V se liga especificamente a fosfatidilserina, uma proteina disposta na por¢ao
interna da membrana citoplasmatica, que é exteriorizada durante o processo de
apoptose. O iodeto de propideo (Pl) é um marcador fluorescente (fluorescéncia
vermelha) que intercala-se apenas ao DNA de células em necrose.

Apo6s a contagem total de células em camara de Neubauer, o numero de células
foi ajustado para uma concentragao final de 1x10° células contidas em 100ul de uma
solugéo tampao (10mM Hepes/NaOH; 140mM NaCl; 2,5mM CaCly,; pH=7,4). As células
foram incubadas em tubos de propileno, protegidas da luz e a temperatura ambiente
durante 15 minutos com Anexina-V conjugada previamente com FITC (1 pg/ml-
Laboratério de Imunologia do ICB-USP; S&do Paulo/SP - marcador de apoptose) e iodeto
de propideo (15ug/ml - marcador de necrose). A detecgdo da porcentagem de células

em apoptose e necrose foi determinada em citdmetro de fluxo.

Técnica de citometria de fluxo

Foi utilizado um citémetro de fluxo (Becton Dickinson Immunocytometry System,
San Jose, CA, USA) conectado a um computador (Macintosh Apple, CA, USA). Foram
analisados 10.000 eventos utilizando-se o software Cell Quest Pro (Becton Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). Os resultados de fluorescéncia foram
adquiridos em escala logaritmica. A fluorescéncia verde da Anexina-V+FITC foi

mensurada a 530+30nm (detector FL1) e a fluorescéncia vermelha do iodeto de

1% Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.
" Sigma Chemicals, St. Louis, EUA.
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propideo (Pl) foi mensurada a 585+42nm (FL2). A quantificagdo da expresséo dos
marcadores de membrana foi estimada pela intensidade média de fluorescéncia/célula
emitida pelos reagentes fluorescentes. Quando utilizada dupla marcagdo, as
fluorescéncias do Pl e do FITC foram analisadas utilizando-se compensacao de

fluorescéncias para corrigir quaisquer interferéncias de sinais emitidos pelos mesmos.

2.4. Analise citoquimica

A analise citoquimica foi realizada no trigésimo primeiro dia de cultivo, seis dias
apos o tratamento com TGF-B1, a fim de verificar se a presenca do fator no meio de
cultivo estimulou ou nao a diferenciagao condrogénica.

Utilizou-se o método de inclusdo de bloco celular em parafina (“cell block”). As
células utilizadas na confeccao das laminas em “cell block” foram obtidas a partir da
tripsinizacdo das garrafas de cultivo celular e o numero foi ajustado para 2x10°
células/ml. Foram adicionados 100 ul de células em preparacao de agarose a 1% né&o
solidificado em um microtubo. Aguardou-se a solidificacdo do agar e o mesmo foi
retirado do microtubo com o auxilio de uma agulha tomando-se o cuidado para nao
destruir o bloco de agar contendo as células. O cilindro de agar foi incluido em parafina
e cortes de Sum foram realizados conforme técnicas histolégicas convencionais. A
coloracao de Alcian Blue em pH 2,5 foi realizada conforme técnica padrao (TOLOSA et
al., 2003).

2.5. Analise estatistica
Os resultados foram analisados por meio do teste Tukey-Kramer de comparagdes

multiplas (VIEIRA, 2004). Para a realizagdo dos testes foi utilizado o programa
GraphPad Prism 3.0. O limite de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Contagem de CFU

O termo unidades formadoras de coldonia (CFU) é utilizado para designar
aglomerados de células. A Figura 1 ilustra duas CFU (setas) observadas
microscopicamente em cultura de células obtidas do tecido adiposo (CTM-AD) em meio

DMEM com TGF-31, no trigésimo primeiro dia de cultivo.

Figura 1. Fotomicrografia de CFU - unidades formadoras de colbnia (setas) observadas em
cultura de células-tronco mesenquimais de equinos obtidas de tecido adiposo e

mantidas em cultura em meio DMEM com TGF-1. Aumento de 20x.

Os valores obtidos na contagem de CFU em amostras obtidas de tecido
adiposo (CTM-AD) cultivadas em meio DMEM ou AIM-V, na presenga ou ndo de TGF-
B1, estdo apresentados na Tabela 1. Verifica-se que nao houve diferenga significativa
no numero de CFU entre os dois meios utilizados, tanto no vigésimo quinto quanto no
trigésimo primeiro dias de cultivo. Entretanto, quando se observa os resultados das
amostras cultivadas na presenca de TGF- 31, nota-se aumento significativo do numero
de CFU nas culturas mantidas nos dois meios, porém, o numero encontrado nas

amostras cultivadas em meio DMEM com TGF-1 foi superior.
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Tabela 1. Numeros absolutos de unidades formadoras de colénia (CFU) em amostras obtidas de tecido
adiposo (CTM-AD) de equinos analisadas no 25° e 31° dias de sub-cultivo em meio DMEM ou
AIM-V, na presenga ou auséncia de TGF-B1. Jaboticabal/SP, 2009.

0 Hi YT,
25°dia  25°dia  31°dia  31°dia o1 da  31°dia

Animal DMEM +  AIM-V+
DMEM ~ AM-V ~ DMEM  AM-V  Terel Toepes

1 1 1 1 1 7 3

2 1 1 1 1 6 3

3 1 1 0 2 5 2

4 1 1 1 1 5 2

5 1 1 1 1 5 3
Média 1,0: 0,0 1,0A¢ 00 0,8 io,45 1,2 io,45 5,6 Eo,sg 2,6 20,55

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
Teste Tukey-Kramer de comparagbdes multiplas.

De forma semelhante, as amostras de células obtidas da medula éssea (CTM-
MO) nao apresentaram diferencas significativas nos valores de CFU entre os meios
DMEM e AIM-V no vigésimo quinto e no trigésimo primeiro dias de cultivo e a presenca
de TGF- 1 também promoveu aumento no numero de CFU. Entretanto, ao contrario do
que se observou nas amostras de tecido adiposo, esse aumento foi significativo

somente nas amostras cultivadas em meio AIM-V com TGF- 1 (Tabela 2).

Tabela 2. Numeros absolutos de unidades formadoras de colénia (CFU) em amostras obtidas de medula
o6ssea (CTM-MO) de equinos analisadas no 25° e 31° dias de sub-cultivo em meio DMEM ou
AIM-V, na presencga ou auséncia de TGF-B1. Jaboticabal/SP, 2009.
25° dia 25° dia 31° dia 31° dia 31° dia 31°dia

Animal  DMEM AIM-V DMEM AIM-V DMEM +  AIM-V+
TGF-B1 TGF-B1

1 2 2 2 1 2 3
2 2 2 2 2 3 5
3 2 2 2 1 3 5
4 1 1 1 2 2 4
5 2 2 2 1 2 4

18+045 1,8+045 181045 1,4:055 2,4+055 4,2+0,84
Média A A A A A B
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Segundo BIANCO et al. (2001) a eficiéncia de uma cultura de células em formar
colénias é altamente dependente das condicbes de cultivo celular e existe grande
variabilidade entre as necessidades de uma espécie animal para outra. Os fatores
mitogénicos necessarios para estimular a formagdo de CFU ndo sdo completamente
conhecidos até o momento, mas sabe-se que incluem o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento epidermal (EGF) e o fator de crescimento
transformante B (TGF-B). Os resultados obtidos neste trabalho confirmam este efeito
estimulante do TGF-B1 sobre culturas de células-tronco mesenquimais de equinos e
estdo de acordo com os resultados obtidos por WORSTER et al. (2000) e HUANG et al.
(2004), que observaram aumento de agregagdo celular e formagdo de nodulos em

culturas de células-tronco tratadas com TGF-31.

3.2. Avaliacao de apoptose e necrose celulares

As figuras a seguir s&o resultantes das analises por citometria de fluxo. A Figura
2 é chamada de dot plot, e representa a distribuicdo ou disperséo das células em um
grafico tipico de citometria de fluxo, onde cada ponto preto representa uma célula.
Quanto mais a direita no eixo X, maior € a célula, e quanto mais para cima no eixo Y,

mais granularidade ela possui.

1023
1023

0 1023 0 1023

Dot plot Dot plot
Medula éssea Tecido adiposo

Figura 2. llustracdo de dot plots obtidos em analise por citometria de fluxo de células-tronco
mesenquimais equinas obtidas da medula dssea e tecido adiposo.
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A Figura 3 apresenta alguns histogramas. Eles indicam a intensidade de
fluorescéncia de uma amostra de células, que é diretamente proporcional a viabilidade
celular. E uma convencgéo da técnica de citometria que o que estiver acima de log10' &
positivo para o marcador fluorescente utilizado, ou seja, quanto mais para a direita do

eixo X, mais fluorescente esta uma determinada populacéao celular.

“ R2 ”
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Figura 3. llustragao de histogramas resultantes de analise por citometria de fluxo.

Os resultados obtidos nas analises por citometria de fluxo para avaliacédo de
necrose e apoptose celulares das amostras de tecido adiposo (CTM-AD) cultivadas em
meio DMEM estao apresentados na Tabela 3, onde se verifica que no vigésimo quinto e
no trigésimo primeiro dias de cultivo, ndo houve diferenca entre os valores de necrose e
apoptose, embora tenha ocorrido aumento significativo entre a primeira e a segunda
analise. No entanto, nas amostras cultivadas na presenca de TGF-1, esta relagdo de
equilibrio entre necrose e apoptose nao foi mantida, observando-se uma porcentagem

superior de células em apoptose.
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Tabela 3. Porcentagens de células em necrose e apoptose nas amostras obtidas de tecido adiposo
(CTM-AD) analisadas no 25° e 31° dias de sub-cultivo em meio DMEM na presenga ou
auséncia de TGF-B1. Jaboticabal/SP, 2009.

25° dia 25° dia 31° dia 31° dia 31° dia 31° dia
DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM + DMEM +
Animal % % % % TGF-B1 TGF-B1
necrose apoptose necrose apoptose % necrose % apoptose
1 4 5 10 11 12 22
2 10 4 12 10 16 22
3 3 3 13 11 15 18
4 8 7 10 12 17 21
5 5 5 12 15 13 20
Média 6 +2,91 4,8 + 1,48 11,4 + 1,34 11,8 £1,92 14,6 + 2,07 20,6 + 1,67
A A B B B C

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05). Teste Tukey-Kramer de
comparagoes multiplas.

Resultados bastante diferentes foram encontrados nas amostras de CTM-AD
cultivadas em meio AIM-V (Tabela 4). Neste meio de cultivo, as porcentagens de
necrose celular foram superiores aos valores de apoptose em todas as avaliagdes,
tanto na presenga como na auséncia de TGF-1.

Tabela 4. Porcentagens de células em necrose e apoptose nas amostras obtidas de tecido adiposo

(CTM-AD) analisadas no 25° e 31° dias de sub-cultivo em meio AIM-V na presenga ou auséncia
de TGF-B1. Jaboticabal/SP, 2009.

25° dia 25° dia 31° dia 31° dia 31° dia 31° dia
Animal AIM-V AIM-V AIM-V AIM-V AIM-V + AIM-V +
% % % % TGF-B1 TGF-B1
necrose apoptose necrose apoptose % necrose % apoptose
1 18 5 20 6 33 18
2 20 6 27 8 27 15
3 19 12 21 12 31 15
4 20 9 25 9 25 12
5 13 5 22 7 30 14
18 + 2,91 7,4 +3,04 23 +2,91 8,4 +230 29,2 +3,19 14,8 + 2,16
Média A B A B (¢ D
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05). Teste Tukey-Kramer de

comparagdes multiplas.
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Em relacdo as amostras de CTM-MO, os resultados obtidos foram contrarios
aos observados com as CTM-AD. Em meio DMEM (Tabela 5), as porcentagens de
necrose foram estatisticamente superiores as de apoptose no trigésimo primeiro dia de
cultivo, independente da presenca ou ndo TGF-1.

Tabela 5. Porcentagens de células em necrose e apoptose nas amostras obtidas de medula 6ssea (CTM-

MO) analisadas no 25° e 31° dias de sub-cultivo em meio DMEM na presenca ou auséncia de
TGF-B1. Jaboticabal/SP, 2009.

25° dia 25° dia 31° dia 31° dia 31° dia 31° dia
Animal DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM + DMEM +
% % % % TGF-B1 TGF-1
necrose apoptose necrose apoptose % necrose % apoptose
1 12 5 27 8 40 18
2 14 7 24 9 34 15
3 15 10 25 10 30 17
4 11 10 22 11 32 12
5 10 8 21 10 37 19
12,4 + 2,07 8,0 £2,12 23,8 +2,38 9,6 +1,14 34,6 +3,97 16,2 + 2,77
Média A A B A (o} D

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). Teste Tukey-
Kramer de comparac¢ées multiplas.

Ja em meio AIM-V, as amostras de CTM-MO, apresentaram relacao equilibrada
entre necrose e apoptose no vigésimo quinto e trigésimo primeiro dia de cultivo, mas
mostrou aumento significativo na presenga de TGF-31, com a porcentagem de células
em apoptose superior a das células em necrose (Tabela 6).

Tabela 6. Porcentagens de células em necrose e apoptose nas amostras obtidas de medula 6ssea (CTM-

MO) analisadas no 25° e 31° dias de sub-cultivo em meio AIM-V na presenga ou auséncia de
TGF-B1. Jaboticabal/SP, 2009.

25° dia 25° dia 31° dia 31° dia 31° dia 31° dia
Animal AIM-V AIM-V AIM-V AIM-V AIM-V + AIM-V +
% % % % TGF-p1 TGF-1
necrose apoptose necrose apoptose % necrose % apoptose
1 9 10 11 11 13 22
2 5 14 10 18 15 20
3 6 11 13 10 15 19
4 7 11 10 10 14 18
5 10 11 1 10 16 25

7,4 +2,07 11,4 +1,52 11,0 +1,22 11,8 +3,49 14,6 + 1,14 20,8 + 2,77
Média A A A A B C
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Dividindo os valores médios das porcentagens de necrose pelos valores médios
de apoptose, foi encontrado um valor que representa a relagdo necrose/apoptose,
facilitando a visualizagdo simultdnea de cada tempo e meio com as amostras de CTM-
AD e CTM-MO, conforme apresenta a Tabela 7. Os valores préximos de 1,0 mostram o
equilibrio da relacédo e valores maiores ou menores indicam maior ocorréncia de
necrose ou apoptose, respectivamente.

Tabela 7. Relagao necrose/apoptose em culturas de CTMs-AD e CTMs-MO analisadas no 25° e 31° dias
de sub-cultivo em meio DMEM ou AIM-V na presenga ou auséncia de TGF-B1. Jaboticabal/SP,

20009.
31° dia 31° dia
Amostra 25° dia 25° dia 31° dia 31° dia DMEM + AIM-V +
DMEM AIM-V DMEM AIM-V TGF-B1 TGF-B1
AD 1,2 2,4 1,0 2,7 0,7 2,0
MO 1,5 0,7 2,5 0,9 2,1 0,7

O aumento da ocorréncia de apoptose apos a suplementagédo com TFG-31 nas
culturas de células onde havia equilibrio entre necrose e apoptose sugere que o fator
exerca efeito indutor de apoptose. Esta atividade indutora de apoptose do TFG-B1
sobre diversos tipos celulares também foi relatada por outros pesquisadores (YOO et
al., 2009; FERRARI et al., 2009; SCHULZ et al., 2008). Segundo SCHULZ et al. (2009)
as fungbes apoptédticas dos TGF-betas sobre o sistema nervoso adulto ou em
desenvolvimento ja sdo bem conhecidas. De acordo com YOO et al. (2009) o TGF-31 é
um regulador de apoptose de células epiteliais prostaticas e, em roedores, a castragéo
induz a producédo de TGF-31 pelas células estromais, induzindo a apoptose das células
epiteliais.

FERRARI et al. (2009) também relataram o efeito apoptédtico do TGF-B1 sobre
células endoteliais e o papel importante que este efeito representa no controle da
angiogénese. In vitro, o efeito apoptotico do TGF-1 sobre as células é rapido e seguido

por um longo periodo em que as células sao refratarias a apoptose. Os estudos in vivo
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demonstraram que o efeito apoptético do TGF-B1 é tdo rapido como o observado in
vitro e que o fator exerce tanto apoptose como angiogénese, efetuando papel regulador
neste processo.

Os resultados obtidos neste trabalho também mostraram haver influéncia do
meio de cultivo sobre o tipo de morte celular prevalente nas culturas de células-tronco
mesenquimais de equinos e, além disso, que existe diferenga entre as amostras obtidas
a partir de medula éssea ou de tecido adiposo. Apesar de nao terem sido encontrados
trabalhos semelhantes para que fosse possivel confrontar estes achados, a idéia
levantada neste estudo sugere a necessidade de melhor entendimento sobre as
condi¢cdes de cultivo destas células quando se pensa em aplicagdo clinica, pois
considerando que durante o processo de necrose ocorrem danos as células vizinhas e
reacao inflamatoria local enquanto na apoptose os corpos apoptéticos sdo rapidamente
fagocitados e removidos sem causar processo inflamatorio (ZIEGLER & GROSCURTH,
2004), seria mais indicado se transplantar uma populacdo de células onde a morte

celular estivesse ocorrendo por apoptose.

3.3. Analise citoquimica

A diferenciagdo condrogénica € caracterizada pela formacdao de nddulos
celulares entremeados a uma matriz extracelular constituida de colageno tipo Il e
proteoglicanas sulfatadas. Estas proteoglicanas sulfatadas podem ser especificamente
detectadas pela colorag&o Alcian Blue.

Conforme se observa nas figuras abaixo, a coloragdo azulada ao redor das
células foi verificada tanto em amostras de CTM-MO (Figura 4) quanto em amostras de
CTM-AD (Figura 5a) apos seis dias de cultivo com TGF-1, confirmando a presenga de
proteoglicanas sulfatadas e a atuacao deste fator na indu¢cao condrogénica, uma vez

que as amostras controle ndo foram coradas (Figura 5b).
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4

Figura 4. Fotomicrografia de CTM-MO cultivadas na presenga de TGF-31 e coradas com Alcian
Blue. Aumento de 20x. Notar coloragéo azul ao redor das células.

A B

Figura 5. Fotomicrografias de CTM-AD cultivadas na presenca (A) ou auséncia (B) de TGF-1.
Coloracao Alcian Blue. Aumento de 40x. Notar coloracdo azul ao redor da célula
somente em A.

O potencial condrogénico do TGF-B1 sobre culturas de células-tronco
mesenquimais de equinos também foi observado por WORSTER et al. (2000) e
HEGEWALD et al. (2004) em estudos utilizando células obtidas da medula éssea, mas
ainda nao havia sido utilizado em cultura de células obtidas de tecido adiposo de
equinos. Segundo CANCEDDA et al. (1995), a capacidade de estimulagédo
condrogéncia do TGF-B1 n&o é uma surpresa, visto que na cartilagem embrionaria este
fator é expressado abundantemente e pode estar envolvido na transformacao
condrogénica de condensagdes mesenquimais primitivas.

A concentragdo de TGF-B1 utilizada no presente trabalho estd de acordo com
outros estudos (ZUK et al., 2001; ZUK et al., 2002; HUANG et al., 2004; HUANG et al.,

2005). No entanto, ainda existem discussbdes a respeito da quantidade ideal a ser
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utilizada. Segundo HUANG et al. (2004), o aumento da concentracdo de TGF-31 de
1ng/ml para 10ng/ml resultou em acelerada formagéo de ndédulos celulares e aumento
na expressdo de proteoglicanas. Entretanto, quando a concentragdo foi aumentada
para 100ng/ml notou-se diminuicdo da diferenciacdo condrogénica. Ja WORSTER et al.
(2000) testaram as concentragbes de 0, 1, 5 e 10ng/ml e observaram resposta mais
pronunciada nas culturas tratadas com TGF-B1 na concentragdo de 5ng/ml. Segundo
estes autores, as culturas de células expostas ao TGF-31 na concentragdo de 10ng/ml
apresentaram algumas areas de perda de aderéncia celular. Assim, parece existir um
consenso de que o efeito estimulante do TGF-31 sobre a diferenciacédo condrogénica
de culturas de células-tronco mesenquimais € dose-dependente, porém, a concentracéo

ideal pode estar relacionada com outros fatores relacionados a cultura.

4. CONCLUSOES

A suplementacédo do meio de cultivo com TGF-B1 aumenta significativamente o
numero de colbnias formadas em culturas de células-tronco mesenquimais de equinos.

O TGF-B1 exerce efeito indutor de apoptose em culturas de células-tronco
mesenquimais de equinos.

O meio de cultivo influencia a porcentagem de ocorréncia de necrose ou
apoptose em culturas de células-tronco mesenquimais de equinos.

A suplementagdo do meio de cultivo com TGF-B1 estimula a diferenciacéo

condrogénica em culturas de células-tronco mesenquimais de equinos.
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