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RESUMO

SANTOS, B.A. EFEITOS DAS DIFERENTES SOLUCOES DE CONGELACAO
SOBRE A CRIOPRESERVA(}AO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
CANINAS. Botucatu — SP. 2022. 88p. Defesa de Doutorado — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Para utilizar as células-tronco mesenquimais caninas (CTMs) em terapias é
imprescindivel que sejam formados criobancos de armazenamento celular, sendo
assim, a metodologia da criopreservacao de CTMs necessita de estudos, uma vez
gue o efeito da congelagéo e dos agentes crioprotetores sobre as células obtidas de
tecido adiposo canino ainda é pouco conhecido. Desta forma, o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos de diferentes tipos de solucbes na criopreservacao das CTMs,
sobre a estrutura, viabilidade, proliferacdo celular, ultraestrutura e expresséao génica,
bem como no seu desenvolvimento pés-descongelacdo. Para isto, foram isoladas
células-tronco de 12 cadelas. As amostras foram divididas em 5 tratamentos: nédo
criopreservado (controle) = NCRIO; 90% SFB (Soro fetal Bovino) com 10% DMSO =
SFB; Meio de cultivo DMEM/F12 alta glicose acrescido com 20% SFB e 10% DMSO
= DMEM/F12; DMEM/F12 alta glicose, acrescido com 5%PVA, 5% de ITS, 5% de
BSA e 10% DMSO = PVA/ITS/BSA e Bambanker™ = BAM. Sendo que em todos
foram utilizados o Dimetilsuféxido (DMSO) como agente crioprotetor principal. As
células foram avaliadas antes da criopreservacdo, pos-descongelacdo imediata e
apo6s o recultivo. Foi realizada uma analise de custo das diferentes solucfes. A
viabilidade e apoptose celular foram avaliadas pelo teste de exclusdo com o corante
Trypan blue e anexina V; a proliferacdo celular, pela curva de crescimento; a
ultraestrutura em microscopio eletrénico de transmisséo, a expressao génica por RT-
gPCR e a analise de custo através de pesquisa de mercado. Todos os dados foram
submetidos a andlise estatistica pelo software SAS versdo 9.4. Os resultados
mostraram que as CTMs criopreservadas com o meio comercial foi superior aos
demais quanto ao numero de células e a proliferacdo celular, mas foi similar aos
grupos NCRIO e PVA/ITS/BSA guanto a viabilidade celular. Embora nédo tenham sido
observadas alteracbes morfoldgicas significativas entre os tratamentos de
criopreservagéo, a ultraestrutura celular variou de acordo com os componentes do
meio, no qual a morfologia mais proxima da encontrada nas células frescas foi
observada nos grupos PVA/ITS/BSA e BAM. A expressao génica demonstrou que as
células apresentaram diferencas quanto aos tratamentos para os transcritos CD44,
TGFB1, CXCL12 e IDO. Neste estudo foi observado que embora o tratamento com
a marca comercial tenha sido superior aos demais crioprotetores, as outras

combinacdes de substancias crioprotetoras testadas foram eficientes na



criopreservacdo das CTMs caninas, sendo alternativas que podem ser utilizadas.
Todos os tratamentos possibilitaram a retomada das fun¢des celulares normais apés
a descongelacao e recultivo. E as solugcbes autoformuladas sdo economicamente
mais viaveis que a marca comercial. Esses resultados sdo importantes para o
estabelecimento de protocolos de criopreservacdo de CTMs nessa espécie, pois
aumentam as possibilidades de escolha da solugdo crioprotetora e também permite
0 uso de solu¢des com custos mais acessiveis e sem componentes contaminantes

como o SFB.

Palavras-chave: Criobancos; crioprotetores; viabilidade; tecido adiposo



ABSTRACT

SANTOS, B.A. EFFECTS OF DIFFERENT FREEZING SOLUTIONS ON
CRYOPRESERVATION OF CANINE MESENCHYMAL STEM CELLS. Botucatu
— SP. 2022. 88p. Defesa de Doutorado — Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

In order to use canine mesenchymal stem cells (MSCs) in therapies, it is essential
that cryobanks of cell storage are formed, therefore, the methodology of
cryopreservation of MSCs needs studies, since the effect of freezing and
cryoprotective agents on the cells obtained from canine adipose tissue is still
poorly understood. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of
different types of solutions in the cryopreservation of MSCs, on the structure,
viability, cell proliferation, ultrastructure and gene expression, as well as on their
post-thawing development. For this, stem cells from 12 female dog were isolated.
The samples were divided into 5 treatments: not cryopreserved (control) =
NCRIO; 90% FBS (Fetal Bovine Serum) with 10% DMSO = FBS; High glucose
DMEM/F12 culture medium plus 20% FBS and 10% DMSO = DMEM/F12;
DMEM/F12 high glucose plus 5%PVA, 5% ITS, 5% BSA and 10% DMSO =
PVA/ITS/BSA and BambankerTM = BAM. In all, Dimethylsuffoxide (DMSO) was
used as the main cryoprotective agent. Cells were evaluated before
cryopreservation, immediate post-thawing and after reculture. A cost analysis of
the different solutions was carried out. Cell viability and apoptosis were evaluated
by the Trypan blue dye and annexin V exclusion test; cell proliferation, by the
growth curve; ultrastructure in transmission electron microscope, gene
expression by RT-gPCR and cost analysis through market research. All data
were submitted to statistical analysis using the SAS software version 9.4. The
results showed that the MSCs cryopreserved with the commercial medium was
superior to the others in terms of cell number and cell proliferation, but was similar
to the NCRIO and PVA/ITS/BSA groups in terms of cell viability. Although no
significant morphological changes were observed between the cryopreservation
treatments, the cellular ultrastructure varied according to the components of the
medium, in which the morphology closest to that found in fresh cells was
observed in the PVA/ITS/BSA and BAM groups. The gene expression showed
that the cells showed differences regarding the treatments for the CD44, TGFB1,
CXCL12 and IDO transcripts. In this study, it was observed that although the



treatment with the commercial brand was superior to other cryoprotectants, the
other combinations of cryoprotective substances tested were efficient in the
cryopreservation of canine MSCs, being alternatives that can be used. All
treatments allowed the resumption of normal cell functions after thawing and
reculture. And self-formulated solutions are more economically viable than
branded. These results are important for the establishment of cryopreservation
protocols for MSCs in this species, as they increase the possibilities of choosing
the cryoprotectant solution and also allow the use of more affordable solutions

without contaminating components such as FBS.

Keywords: cryobanks; cryoprotectants; viability; adipose tissue
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil ocupa o segundo lugar do ranking de paises que mais possuem
animais de estimagédo, e de acordo com dados levantados pelo IBGE e
atualizados pelo Instituto Pet Brasil, em 2018 foram contabilizados no pais 54,2
milhdes de cdes. O mercado pet e 0 numero de adoc¢bes de cées (Canis lupus
familiaris) estdo crescendo consideravelmente, principalmente durante a
pandemia do Coronavirus. O crescimento elevado deve-se a soliddo que as
pessoas sentem nesse periodo de isolamento social, e também ao fato delas
permanecerem por mais tempo em casa (PET BRASIL, 2022).

Em 2019, o setor faturou R$ 35,4 bilhdes de reais, obtendo um
crescimento de 3% em relacdo ao ano anterior. Esse faturamento esta
relacionado a industria Pet Food, Pet Care, servigos veterinarios e venda de
animais. Vale salientar que a Cadeia Pet é um dos setores que mais gera
emprego, sendo que, em 2018, aproximadamente 2 milhfes de postos de
trabalho foram gerados diretamente pelo setor (PET BRASIL,2022).

Além dos fatos jA mencionados, os cdes de estimacdo possuem
importéncia sentimental para seus tutores, sendo muitas vezes considerados
como membro da familia, estabelecendo uma interacdo homem-animal, e uma
troca de cuidados e afetos (ALMEIDA; PAZ; OLIVEIRA, 2020).

A preocupacdo do tutor com o bem-estar e a saude dos animais tem
crescido, e em casos de doencas ou de problemas de salde provenientes da
velhice, séo priorizados tratamentos/terapias que fornegcam uma maior qualidade
e expectativa de vida, além da plena recuperacao. Atualmente a terapia celular
tem sido uma alternativa cada vez mais indicada pelos médicos veterinarios para
o tratamento de algumas doencas caninas, pelos resultados obtidos
(ARMSTRONG et al., 2012).

As células-tronco estromais mesenquimais (CTMs), sdo encontradas na
maioria dos tecidos adultos, podendo ser isoladas da medula éssea, tecido
adiposo e placentario. As CTMs possuem a habilidade de se diferenciar in vitro
para adipdcitos, mioblastos, osteoblastos e condrécitos. Além disso, conferem
suporte a hematopoiese, tolerancia imunologica, reconstituicdo funcional de
determinados tecidos, bem como resisténcia a fibrose, a apoptose ou a
hipertrofia (MORONI; FORNASARI, 2013). Adicionalmente, tem uma atividade

imunossupressora, que evita efeitos adversos relacionados a rejeicdo entre o



material transferido e o hospedeiro (ZHOU H. et al, 2008).

As CTMs secretam citocinas e fatores de crescimento que possuem
atividade paracrina e autocrina, sendo este o principal mecanismo de agcéao que
confere efeitos terapéuticos das células (GNECCHI; ZHANG; NI; DZAU, 2008).
Apesar dos inimeros beneficios, a producdo de células e a criopreservacao
ainda possui entraves, uma vez que o efeito da congelagdo sobre as células
obtidas de tecido adiposo canino ainda é pouco estudado.

A criopreservacao celular visa a manutencao das células vivas por um
longo tempo sem a necessidade de mdltiplas passagens, evitando a perda de
caracteristicas fenotipicas e alteracbes genéticas, previne contaminacoes, e
mantém suas funcdes biologicas inativadas de forma controlada, evitando o
comprometimento de suas funcdes apds a descongelacdo (GINANI; SOARES;
BARBOZA, 2012). Além disso, podem ser transportadas para utilizacdo na
terapia celular.

O método mais utilizado para criopreservar células € o da congelacéo
lenta, na qual uma queda gradativa da temperatura leva a formacao de gelo
extracelular promovendo uma desidratacédo progressiva da célula com aumento
da concentracdo de soluto intracelular até um estado passivel de solidificacéo.
O grau de dano imposto a célula durante a congelacao depende diretamente do
tipo de crioprotetor utilizado e da curva de resfriamento empregada durante o
procedimento (BENSON et al., 2008). Nestas condicfes, os indices de
sobrevivéncia de células mamiferas s6 sdo aceitaveis na presenca de
substéancias crioprotetoras (HUBEL, 1997).

Na producéo de células-tronco em larga escala com a finalidade de utilizar
nas terapias, é necessario que sejam feitos criobancos de CTMs, e que se
desenvolvam protocolos de criopreservacdo eficientes, para viabilizar o
armazenamento por longos periodos, sem comprometer a sua funcionalidade.
Desta forma a escolha da solucéo ideal de substancias com acgéo crioprotetora
€ uma etapa importante para o sucesso da técnica (HUNT, 2019).

Existem poucos crioprotetores para a preservacao de células somaticas,
e apesar do glicerol, sacarose e trealose, ndo apresentarem toxicidade nas
CTMs, ainda precisam ser mais investigados quanto ao uso (JANZ et al., 2012).

Diante do que foi explanado, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos de

diferentes solucdes crioprotetoras, sobre a estrutura, viabilidade, proliferacéo e



expressao génica. Propiciando a utilizagdo de solu¢des autoformuladas sem a
presenca de agentes contaminantes como o SFB e que sejam mais viaveis

economicamente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Células-tronco mesenquimais (CTMs): importancia e utilizacao

O termo célula-tronco mesenquimal (CTMs) surgiu a partir de observagées
in vitro que este tipo celular tem a capacidade de se diferenciar nas varias
linhagens de tecidos mesodermais. Foram definidas como células-tronco
adultas, multipotentes, e tem uma capacidade de renovacao limitada, podendo
se diferenciar em tipos celulares como o0sso, cartilagem, gordura e musculo
(CAPLAN, 1991).

Pela sua facilidade de divisédo e proliferacdo as CTMs sdo responsaveis
pela manutencé&o e renovacao dos tecidos adultos, podem ser expandidas in vitro
em meio de cultura (CAPLAN, 2005). Elas foram isoladas inicialmente da medula
0ssea, tecido adiposo e tecido placentario. As céulas-tronco derivadas do tecido
adiposo possuem um potencial de diferenciacdo semelhante ao das derivadas
da medula 6ssea, sendo a sua principal vantagem o fato de que podem ser
coletadas com métodos minimamente invasivos, e sdo facilmente isoladas e
cultivadas (STERODIMAS et al., 2010).

As CTMs tém habilidades funcionais de diferenciacdo in vitro para
adipécitos, mioblastos, osteoblastos e condrécitos, suporte de hematopoiese,
tolerancia imunolégica, reconstituicdo funcional de determinados tecidos,
resisténcia a fibrose, apoptose ou hipertrofia (MORONI; FORNASARI, 2013).
Com uma atividade imunossupressora, que evita efeitos adversos relacionados
a rejeicao entre o material depositado e o hospedeiro (ZHOU H. et al, 2008).

Estdo presentes ou sdo atraidas para locais de lesdo ou doenca, e
secretam fatores bioativos que sdo imunomoduladores e troficos. Isto significa
que a principal funcdo das CTMs tanto endogenas, como transplantadas, é a
producdo de substancias com efeito terapéutico, promovendo a reparacdo e
regeneracao tecidual e ndo a diferenciagdo em células do tecido lesado. Por este

motivo, novamente Caplan sugeriu a modificacdo do nome para células



sinalizadoras medicinais, do inglés “medicinal signaling cells” — MSCs
(CAPLAN,2017).

A acado imunomoduladora das CTMs depende da imunorreatividade do
ambiente no qual elas estéo inseridas pois elas tém a capacidade de promover
ou restringir a inflamagdo quando o sistema estd imunossuprimido ou
superativado. Essa modulacdo é realizada por acdo tanto paracrina como
autocrina através da producéo de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas
e vesiculas extracelulares, que trabalham de forma associada com mecanismos
que dependem do contato celular (GOMZIKOVA et al.,, 2019; GNECCHI,

ZHANG; NI; DZAU, 2008).

Com o avanco dos estudos em Medicina Veterinaria, voltados para o
desenvolvimento de terapias regenerativas, a terapia celular com o uso das
CTMs, vem se mostrando eficaz e confiavel para o tratamento de algumas
doencas que acometem a espécie canina. Assim, sua utilizacdo tem sido cada
vez mais frequente e indicada pelos Médicos Veterinarios. As novas
intervencdes terapéuticas com as células, se sobressaem as terapias
tradicionais com moléculas farmacéuticas, pois possuem acao diferente por meio
de mecanismos enddgenos. Nao acarretando em efeitos colaterais. (MOUNT et
al.,2015).

Ha relatos na literatura de casos bem-sucedidos com a utilizacdo das
CTMs, que obtiveram resultados satisfatérios para o tratamento de algumas
doencas. Foi feito um estudo para avaliar o uso das células do tecido adiposo
para o tratamento da Osteoartrite (articulagdo do quadril) em cées, e os autores
relataram que houve melhora significativa dos pacientes (VILAR et al., 2014).

Outro estudo avaliou os caes acometidos por displasia coxofemoral, que
receberam as CTMs derivadas da fracdo vascular estromal (FVS) autdlogo, e do
tecido adiposo (alogénico) da gordura iguinal. Os animais foram avaliados por
um periodo de 3 meses e tiveram melhora nos escores clinicos em todos o0s
pacientes, porém o0s cachorros que receberam a FVS, obtiveram melhores
resultados do que as do tecido adiposo alogénicas (MARX et al., 2014).

A Degeneracdo crbnica do disco intervertebral (DDIV), também foi
investigada, os caes foram tratados com CTMs da medula 6ssea da crista iliaca,

e foram feitos exames neurologicos e ressonancia magnética. Os resultados



alcancados foram melhorias na sensacao de dor, reflexos e ataxia, mas
nenhuma alteracdo nas caracteristicas da ressonancia magnética foi observada
(PENHA et al.,2014).

Os cées com fistulas perianais (furunculose) refratarias a ciclosporina,
receberam CTMs derivadas de linhagem de células-tronco embrionarias
humanas MAQ9, xenogénicas. Foi feito um acompanhamento no periodo de 1
ano, mas com 3 meses ja foi observado o fechamento completo das fistulas em
todos os cées, porém em 2 animais ela foi recidiva apds 6 meses. Apesar disso
conseguiram ter uma reducédo de 50% no uso de ciclosporina em 5/6 cées aos 3
meses e 4/6 cées aos 6 meses (FERRER et al.,2016).

Foi relatado que as CTMs derivadas da medula 6ssea podem melhorar o
resultado funcional de equinos acometidos por tendinite e desmite, e
comprovaram que a terapia é segura e tem um excelente resultado, pois os
animais que receberam o tratamento retornaram ao seu nivel anterior de
atividade esportiva (RENZI et al., 2013).

A revisdo de literatura sobre a terapia com células-tronco para o
tratamento da funcg&o renal de animais com lesdo de isquemia-reperfuséao renal
(RIRI) mostrou que as CTMs de diversas fontes podem melhorar a fungéo renal
de animais RIRI, mas as células derivadas do tecido adiposo e do musculo foram
as mais pesquisadas e possivelmente tem o maior potencial terapéutico (SHANG
et al., 2021).

A avaliacdo do efeito das CTMs caninas carregadas com paclitaxel
(agente quimioterapico) no crescimento de linhas celulares de glioma canino e
glioblastoma humano, mostraram que as células da medula éssea e do tecido
adiposo foram capazes de captar e liberar paclitaxel, e que conseguiram inibir a
proliferacdo da linha celular de glioma canino J3T e das linhas celulares de
glioblastoma humano T98G e U87MG (BONOMI et al., 2017).

Alguns estudos foram conduzidos para avaliar a aplicacdo das CTMs para
o tratamento de doencas que acometem 0s gatos, como a gengivoestomatite
cronica felina (ARZI et al., 2016), a asma (TRZIL; MASSEAU; WEBB, 2016), e a
osteoartrite e cardiomiopatia felina (TAGHAVI; SHARP; DURAN, 2015). Todas
as pesquisas supracitadas relataram que os felinos obtiveram uma melhora apos

a administracao da terapia celular para estas doencas.



Estas pesquisas indicaram que as CTMs tém sido usadas com sucesso
na clinica para regeneracdo de 0ssos, cartilagens, medula espinhal, cardiaca,
rim e da bexiga. E notavel que as células podem ser usadas para melhorar os
cuidados de saude dos animais que sdo acometidos por algumas doencas,
aumentando o potencial regenerativo do proprio corpo ou desenvolvendo novas
terapias (BAJADA et al., 2008).

No entanto, para produzir as ceélulas-tronco em larga escala com a
finalidade de utilizar nas terapias, € necessario que sejam feitos criobancos de
CTMs, e que desenvolvam protocolos de criopreservacao eficientes para
espécie trabalhada em questdo, que viabilizem o armazenamento por longos

periodos sem comprometer a sua funcionalidade (HUNT, 2019).

2.2. A criopreservacao celular

Por definicdo a criopreservacéo é a conservacao das células, tecidos ou
qualquer outro material biolégico, expostos a temperaturas negativas, fazendo-
se 0 uso de substancias quimicas denominadas de crioprotetores, com o intuito
de manter a amostra viavel e em condicbes de utilizacdo em situacdes
posteriores (HUBEL, 1997). Essa técnica é bastante empregada em cultivo
celular, para formacéo de bancos.

As primeiras tentativas de criopreservacao celular foram com hemacias,
0 sangue era congelado com hidroxietilamido ou pentamido e logo apds eram
conservados em Nitrogénio. No entanto, depois da descongelacao as taxas de
viabilidade eram muito baixas, entao devido ao fracasso dessa técnica ela parou
de ser utilizada (VALERI & RAGNO, 2005).

O cultivo celular por periodos prolongados pode ocasionar uma perda de
caracteristicas fenotipicas e alteracdes genéticas. Entdo uma das finalidades da
criopreservacéao € a manutencédo das células congeladas em bancos, diminuindo
seu metabolismo, devido a diminuigcdo da temperatura, retardando e prevenindo
essas alteracbes, otimizando o uso desse material em momentos posteriores.
(MORAES; AUGUSTO; CASTILHO, 2007).

Outro fator importante da criopreservacdo € impedir a senescéncia
durante longos periodos de cultivo. A célula atinge a senescéncia quando ha um

encurtamento dos telébmeros e o bloqueio do ciclo celular. Quando crescem de



forma acelerada in vitro, o encurtamento dos teldbmeros pode aumentar até
chegar em um platd, causando uma instabilidade cromossémica generalizada o
gue promove uma apoptose em massa, ou seja, as células morrem (LLOYD,
2002).

E necessario observar as diferencas entre os tipos celulares, ja que as
células de uma determinada espécie e ou tecido podem responder de forma
diferente a um protocolo de criopreservacao, por que possuem disparidade
guanto a sua composicao fisica e biolégica, como por exemplo, a permeabilidade
da membrana e razéo superficie/volume, e isso acaba acarretando problemas
com a viabilidade e as fun¢des metabdlicas das células. Diante disso, observa-
se a necessidade de ajustar o protocolo de criopreservacao de acordo com 0s
tipos celulares de interesse (HUNT, 2019).

O aperfeicoamento da técnica de criopreservacao é tdo importante quanto
a melhora do processo de cultivo celular, para que se obtenha um produto final
que seja consistente e de maxima qualidade. Quando a criopreservacédo nao €
feita de maneira adequada pode haver uma variacédo de linhagem para linhagem
das células, ter uma queda significativa no rendimento celular, reducdo das
funcdes celulares, e de forma nao intencional, produzir uma subpopulacdo de
células que tenham diferencas genéticas e epigenéticas das CTMs de origem
(HUNT, 2019).

Os cuidados para realizar a criopreservacao vao além de se obter um
produto final com boa viabilidade e que consiga ser expandido ap6s o
congelamento. Existem consequéncias que precisam ser levadas em
consideragao, principalmente para o uso em terapias. Foi verificado que a
presenca de células apoptéticas e necréticas no produto final aplicado no
paciente pode provocar uma resposta inflamatéria ou induzir uma reacao
imunoldgica anormal (HOTCHKISS et al., 2009).

Intervencdes séo necessarias durante a criopreservacao das CTMs, para
enfraquecer a ativacdo da via de coagulacdo. Onde, podem ser desenvolvidos
novos protocolos com crioprotetores diferentes, e que incluam a administracao
de anticoagulantes genéricos, ou inibidores genéticos para fator tecidual, com o
objetivo de reduzir a probabilidade de tromboembolismo associado a terapia com

CTMs (TATSUMI et al., 2013). E uma estratégia eficaz para melhorar a qualidade



das CTMs descongeladas, tanto no que se diz respeito a producdo, quanto ao
desenvolvimento e aplicacdo dessas células nas terapias.

Outra questao levantada, é a temperatura de criopreservacao e o periodo
de tempo de conservacao apos a congelacao. Quanto a temperatura, geralmente
as ceélulas séo congeladas em nitrogénio liquido ha -196°C, ou armazenadas em
ultrafreezers ha -80°C. Foi feita uma pesquisa com células da polpa dentaria
criopreservadas por 6 meses nas duas temperaturas (-196°C e -80°C) e
constataram que o resultado é semelhante, e que a capacidade de diferenciacdo
celular foi idéntica nos dois grupos (WOODS et al., 2009).

Em relacdo ao tempo ideal de criopreservacdo, PAPACCIO et al. (2006)
estudaram a criopreservacao de células derivadas da polpa dentaria, que foram
mantidas criopreservadas pelo periodo de 2 anos, apds a reconstituicao
apresentaram capacidade de diferenciagdo em osteoblastos e integridade
celular sem alteracdes, mostrando que as caracteristicas celulares foram
mantidas apos um longo periodo de congelacéo.

Um estudo com células de tecido adiposo canino, avaliou os efeitos da
criopreservacdo apdés o periodo de 1 ano, e concluiram que as CTMs
conservaram sua morfologia semelhante a fibroblastos, com positividade de
fosfatase alcalina e expressdao de marcadores (MARTINELLO et al.,, 2011).
Também foi avaliado o periodo de criopreservacao de células do tecido adiposo
por 6 meses, e 0s autores relataram que as células ndo tiveram perda de
potencial proliferativo ou de diferenciacdo (GONDA et al., 2008).

Outros autores estudaram o periodo de criopreservacdo por 30 dias
(GINANI; SOARES; BARBOZA, 2012; TEMMERMAN et al, 2010;
VASCONCELOS et al., 2011) e ndo constataram diferencas significativas na
proliferacéo e na capacidade de diferenciagao celular. OLIVEIRA et al. (2020) ao
avaliar as células provenientes de catetos (Pecari tajacu) criopreservadas por 2
semanas, obtiveram os mesmos resultados que os autores supracitados. O que
leva a concluir que o tempo de criopreservagao tanto curto quanto longo, nao
afeta as caracteristicas biolégicas das células-tronco.

O método de criopreservagcao mais utilizado para células de mamiferos &
o da refrigeracéo lenta (BOMHARD et al., 2016; FUJIKAWA et al., 2017). Na qual
ocorre uma queda gradativa da temperatura, levando a formacao de gelo

extracelular, promovendo uma desidratacdo progressiva da célula com aumento
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da concentracdo de soluto intracelular até um estado passivel de solidificacéo.
O grau de dano imposto a célula durante o congelamento vai depender
diretamente do tipo de crioprotetor utilizado, e da curva de resfriamento
empregada durante o procedimento (BENSON et al., 2008).

Se o0 processo da congelacdo for muito lento, pode ocorrer algumas
implicagcbes nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico, por causa da
desidratacédo irreversivel causada na célula. Entretanto, se o congelamento for
muito rapido, as células ndo passardo pela desidratacdo de forma adequada, e
a agua intracelular residual podera formar cristais de gelo, que pode ocasionar
um comprometimento das organelas. Uma taxa Otima de resfriamento foi
preconizada para as células de mamiferos que é de -1 °C/min (GURRUCHAGA
et al., 2019).

Para atingir essa velocidade de temperatura ideal, foi desenvolvido o
sistema Mr. Frosty (Mr. Frosty™ Freezing Container) um suporte para colocar o0s
tubos criogénicos, que contém alcool isopropilico, no qual o mesmo fica
localizado em baixo do recipiente, e é responsavel por permitir que a velocidade
de arrefecimento ideal seja alcangada, chegando a uma taxa de resfriamento de
1°C/min (LEON- QUINTO et al., 2014). Nestas condicdes, os indices de
sobrevivéncia de células mamiferas s6 sdo aceitdveis na presenca de

substéancias crioprotetoras (HUBEL, 1997).

2.3. Crioprotetores

Os agentes crioprotetores sao essenciais para a criopreservacado de
células e tecidos, pois sem a sua utilizacdo, o congelamento seria uma prética
inviavel. Agem diminuindo os danos causados no processo de criopreservacao
lenta. Essas substancias quimicas tem uma acéo coligativa com as moléculas
de agua, essa funcdo é de extrema importancia para evitar que se formem
cristais de gelo intracelular, e para que reduza os danos causados pelas altas
concentragdes dos solutos presentes na suspensdo das células, evitando assim,
a desidratacdo das proteinas e lesbes na membrana plasmatica (SILVA;
RODRIGUES; SILVA, 2017).

Alguns aspectos devem ser levados em consideragao para escolha do

crioprotetor ideal, pois a protecao oferecida pelo mesmo vai depender de alguns
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fatores, como a concentracéo, temperatura de exposi¢ao, duragéo da exposicao,
a concentracdo usada na adi¢do e remocao do crioprotetor, 0 tamp&do osmaotico
usado durante sua remocao e a taxa de resfriamento e aquecimento, devem ser
considerados durante a otimizacdo do processo de criopreservacao (ELLIOTT;
WANG; FULLER, 2017).

Existem dois tipos de crioprotetores: os permedveis ou intracelulares, e 0s
nao permeaveis ou extracelulares. Os permeaveis sdo aqueles que podem
passar pelas membranas celulares, pois sdo substancias quimicas que possuem
uma massa molecular baixa. Sao ausentes de carga residual, e possuem alta
solubilidade em meio aquoso, o que facilita sua entrada na célula. Fazem
ligacdes de hidrogénio com as moléculas da agua, além de prevenir a exposi¢cao
das células a elevadas concentracdes de eletrélitos (LEON-QUINTO et al.,
2011). Nesse grupo temos: o glicerol, etilenoglicol (EG), 1,2-propanodiol e
dimetilsulféxido (Me2SO ou DMSO) (HUNT et al.,, 2011). A eficacia desses
crioprotetores dependera da temperatura, da permeabilidade e do tipo de célula,
além de sua toxicidade quimica (HUNT, 2019).

Os nado permeaveis ou extracelulares, agem de uma forma diferente,
provocando o aumento da osmolaridade do meio extracelular, removendo a agua
do interior das células para o meio extracelular, impedindo a formacgéao de cristais
de gelo em seu interior durante a congelacao. Eles sdo macromoléculas, e ndo
penetram nas células por causa do seu alto peso molecular. Entre eles estédo: o
hidroxietilamido, polivinilpirrolidona, soro fetal bovino, trealose, frutose, sacarose
e glicose. Geralmente séo utilizados por causa da sua baixa toxicidade (HUNT
et al., 2011; RODRIGUES et al., 2008).

Durante a criopreservacdo as células sdo submetidas a condi¢cdes
extremas como choque frio, estresse osmotico, toxicidade do crioprotetor,
formacao de gelo intracelular e estresse oxidativo (PEGG, 2015). O soro fetal
bovino (SFB) vem sendo utilizado como crioprotetor extracelular para sanar
essas limitacdes e melhorar a eficiéncia do congelamento (SANG et al., 2021).
O SFB funciona como um tampéao, tem a¢ao antioxidante, que é dada através
das ligacGes das moléculas, fazendo com que as membranas se estabilizem e
consequentemente diminua a formagao de gelo extracelular, a desidratacao da

célula e também minimiza a concentracdo de solutos durante o congelamento
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(LEON-QUINTO et al., 2011).

Na composi¢do do SFB podem ser encontradas: enzimas, hormonios,
proteinas de transporte, de adesdao, fatores de crescimento, citocinas, acidos
graxos, lipidios, vitaminas, carboidratos e nitrogénio de origem ndo proteica e
albumina (BRUNNER et al., 2010). Por causa da sua constituicdo, ele € muito
utiizado na proliferacdo das células como meio de cultivo apdés o
descongelamento, pois 0s seus componentes estimulam o crescimento celular e
ajudam na recuperacédo de suas funcdes (LEE et al., 2012).

Outro fator importante do SFB é a presenca da albumina, uma
macromolécula, que é um dos principais componentes do soro, tem uma
importante participacao no controle da pressao osmoética e nutricdo, protegendo
o dano celular, pois impede a formacdo dos cristais de gelo durante a
criopreservacéo (SMAGUR et al., 2013).

Entretanto, o uso do soro tem alguns entraves que preocupam e trazem
riscos, por causa da sua composicao indefinida, variacées entre lotes e pelo seu
potencial de contaminacdo. Essas variacbes entre lotes podem levar a
resultados inconsistentes e aumentar o tempo e o custo envolvidos na triagem
de adequacéo do lote para cultura in vitro. E quanto a contaminacao, o soro pode
se tornar um contaminante biolégico se tiver prions ou virus, que podem causar
reacbes imunes, zoonoses oOu contaminacdo cruzada entre espécies
(MANNELLO; TONTI, 2007).

Por isso é importante que sejam avaliados outros tipos de crioprotetores
para substituicdo do SFB. Foi feita uma pesquisa com objetivo de substituir o
SFB pela albumina sérica humana, na criopreservacdo de células-tronco de
espermatogbnias murinas, e concluiram que a utilizacdo de 5% de albumina
sérica humana € um potencial substituto do SFB para a criopreservagdo, com
propriedades comparaveis (SANG et al., 2021).

O dimetilsulfoxido (DMSO) €é o crioprotetor mais utilizado em
criopreservacdo de células e tecidos, geralmente € usado sozinho ou em
combinagdo com outros crioprotetores. Ele € um solvente utilizado na industria,
composto por um grupo sulféxido hidrofilico e dois grupos metila hidrofébicos, e
possui uma grande capacidade de absorcao de umidade, consegue se misturar

com os acidos nucléicos, carboidratos, lipideos e proteinas sem alterar de forma
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irreversivel a configuracdo das moléculas. Apresenta uma ligacdo covalente
entre o enxofre e o oxigénio, (CASTRO et al., 2011).

O DMSO atravessa a membrana celular formando pontes de hidrogénio
com as moléculas de agua presente no citosol, o que leva a diminuicdo do ponto
de congelamento da agua. Por tanto, a formacgao de cristais de gelo dentro da
célula diminui e a integridade das membranas é conservada (CETINKAYA et al.,
2014). Para a maioria das células somaticas de mamiferos, sua utilizacao €&
recomendada na concentracdo de 10%, pois garante uma alta viabilidade na
pés-descongelacdo. Varios estudos que utilizaram essa concentracao
comprovam essa eficiéncia (LIU et al., 2008; BAHARI et al., 2018; PEREIRA et
al., 2019; LI et al., 2009).

Mas apesar de seus beneficios como crioprotetor, o DMSO apresenta uma
toxicidade que traz uma preocupacdo com a sua utilizacdo. MOTTA et al. (2010)
relataram que o seu uso pode desencadear naduseas nos pacientes, dor de
cabeca, hipotensao, e foi visto também que promove uma alteracdo quimica nas
células como a producédo de radicais livres que levam a leséo celular e a sua
inviabilidade. Também transporta fatores indutores de apoptose e induz a
formacao de poros ha membrana plasmatica (NOTMAN et al., 2006).

Por estes motivos € sugerido que o DMSO seja usado em combinacéo
com outros crioprotetores extracelulares, ou com antioxidantes para minimizar
esses efeitos toxicos, pois a associacdo acelera o processo de desidratacao
celular e equilibra a citotoxidade e os possiveis danos causados na célula
(SOLOCINSKI et al., 2017).

Essa problematica tem feito alguns pesquisadores buscarem solucdes
para substituir o DMSO completamente, ou para diminuir seu uso. Um estudo
com criopreservacao de fibroblastos bovinos e de células do cumulus, testou a
eficacia da Poli - L -lisina carboxilada (CPLL) como crioprotetor alternativo, para
ser usado como possivel substituto do DMSO. Os resultados mostraram que a
CPLL pode substituir o DMSO como material crioprotetor convencional, pois
obteve melhor proliferagao, entre outros resultados significativos (FUJIKAWA,
2017).

Na literatura encontram-se outras pesquisas envolvendo o uso de

crioprotetores para células tronco de algumas espécies de animais e também em
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humanos. DUAN; LOPEZ (2016) estudaram o efeito da criopreservagédo em
CTMs caninas do tecido adiposo subcutaneo e infrapatelar, utilizando como
crioprotetor (10% DMEM/F-12, 10% DMSO e 80% FBS). Observaram que néo
houve diferenca na expansdo e na multipotencialidade das células nos dois
tecidos.

Uma pesquisa feita com células do tecido adiposo de camundongos,
criopreservadas com SFB e com 10% de DMSO por 30 dias, mostrou um padréo
de crescimento celular ascendente em ambos os grupos (criopreservados e nao
criopreservados). Adicionalmente nao teve diferenca significativa, em relacéao a
viabilidade celular e danos nucleares entre os grupos estudados (GINANI;
SOARES; BARBOZA, 2012).

Foi avaliado o efeito da criopreservacao (10% de DMSO) na morfologia,
viabilidade, expresséo génica e proporcao relativa de marcadores de superficie
de CTMs em células derivadas de tecido adiposo, medula 6ssea e polpa dentéria
de rato, e viram que a criopreservacao reduziu significativamente o nimero de
células viaveis na medula 6ssea e populacdes de células da polpa dentaria, mas
nao teve efeito sobre as células do tecido adiposo (DAVIES et al., 2014)

Avaliaram e otimizaram um meio de congelamento para criopreservacao
de células somaticas de cateto, onde um grupo foi criopreservado em 10% de
DMSO com 10% de SFB, e o outro com 10% de DMSO e 50% de SFB, em
ambos os grupos foi adicionado 0,2 M de sacarose. Nao houve diferengas
significativas quanto as variaveis avaliadas, porém a atividade proliferativa foi
menor no tratamento com (10% de DMSO, 10% de SFB e 0,2 M Sacarose),
mostrando que o crioprotetor com 50% de SFB foi mais eficiente para as células
da espécie estudada (OLIVEIRA et al., 2020).

Ao estudarem a congelacao lenta de células fetais e adultas de Lince
Ibérico (Lynx pardinus), observaram que a solugdo crioprotetora composta de
DMEM, SFB, 10% DMSO e 0,2 M de sacarose mostrou resultados positivos, com
taxas de viabilidade acima de 80% apds a criopreservacdo, evidenciando a
eficiéncia da utilizacdo de um dissacarideo (sacarose), e da combinacdo de
crioprotetores extra e intracelulares (LEON-QUINTO et al., 2014).

Em um estudo de Criopreservacgdo de células e tecidos de cartilagem, foi
investigado o efeito da vitrificagéo e do congelamento lento na viabilidade celular

e tecidual. As células foram vitrificadas e congeladas em uma solugcéo composta
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de etilenoglicol, ficoll e sacarose. Os resultados ndo revelaram diferenga
significativa entre as taxas de viabilidade e da atividade proliferativa das células
da cartilagem criopreservadas usando os dois métodos. (CETINKAYA; ARAT,
2011).

Pesquisadores avaliaram o efeito de alguns crioprotetores na viabilidade
de células endoteliais da cornea humana, que foram: Cellbanker 2,
Bambanker™, KM Banker, Stem-Cellbanker, Bambanker hRM, ReproCryo
DMSO Free RM, Opti-MEM + 10% DMSO + 10% SFB. O tratamento com o
Bambanker hRM se destacou uma vez que as células cresceram de maneira
semelhante ao controle n&o criopreservado (OKAMURA et al.,2019).

A descongelacéo e a retirada dos agentes crioprotetores da célula, é um
fator que deve ser levado em consideracao, uma vez que o método utilizado para
0 aquecimento pode ter um impacto significativo na recuperacgao celular, e se for
feito de maneira inadequada pode danificar as células (HUNT, 2019).

Entdo o reaquecimento deve ser feito rapidamente, para diminuir o tempo
de exposicdo a concentracdes de solutos prejudiciais a medida que o gelo
derrete durante o reaquecimento, e para evitar os possiveis danos causados
pela recristalizacdo do gelo intracelular (LEWIS et al., 2016).

O método mais utilizado para a descongelacdo das CTMs tem sido o
aguecimento rapido através do banho termostatico a 37°C, pois é eficaz e de
simples execucdo. Logo apés as células sédo lavadas com uma solucao salina
para a eluicdo dos crioprotetores e podem ser avaliadas de acordo com a
finalidade desejada (LECCHI et al., 2016).

2.4. Métodos de avaliacdo de células criopreservadas

Alguns métodos sé&o utilizados para avaliar o efeito que a criopreservacao
causa nas ceélulas, um dos mais usuais € o teste de excluséo do corante Trypan
Blue. Ele determina o niumero de células viaveis presentes em uma suspensao
de células, o que proporciona a determinacao da viabilidade celular. Parte-se do
principio de que as células vivas possuem membranas celulares intactas que
excluem o corante, ou seja, ele ndo consegue penetrar na célula, enquanto nas

células mortas o corante consegue entrar e a mesma fica azul, identificando que
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ela estd morta. Neste teste, uma suspensdo de células € simplesmente
misturada com corante e entdo examinada visualmente através do microscopio
para determinar se as células o absorvem ou excluem (STROBER, 2015).

O teste usado para deteccao de células apoptéticas € o da anexina V e
iodeto de propidio, por meio da citometria de fluxo, que possibilita avaliar a
viabilidade celular. A andlise da anexina possibilita a deteccdo das fases iniciais
de apoptose antes da perda da integridade da membrana celular e permite medir
a cinética da morte apoptotica em relacéo ao ciclo celular (VERMES et al., 1995).

Nos estagios iniciais da apoptose ocorrem mudangas na superficie
celular, uma dessas alteracdes da membrana plasmética € a translocacéo da
fosfatidilserina do lado interno da membrana plasmatica para a camada externa,
pela qual fica exposta na superficie externa da célula. A anexina V é uma
proteina calcio dependente de ligacao a fosfolipidios com alta afinidade para
fosfatidilserina (VERMES et al., 1995).

A anexina é usada como uma sonda sensivel para exposicdo de
fosfatidilserina sobre a membrana celular. Em células normais a fosfatidilserina
esta localizada na regido interna da membrana plasmatica. No inicio do processo
de apoptose é translocada para a regido externa da membrana, ficando exposta
a marcadores celulares como a anexina V, e a sua translocacao para a superficie
externa da célula ndo é exclusiva da apoptose, mas ocorre também durante a
necrose celular (VERMES et al., 1995).

A diferenca entre essas duas formas de morte celular programada € que
durante os estagios iniciais da apoptose a membrana celular permanece intacta,
enquanto no exato momento em que ocorre a necrose a membrana celular perde
sua integridade e torna-se permeavel. Portanto, a medicao da ligacdo da anexina
V a superficie celular como indicativo de apoptose deve ser realizada em
conjunto com um teste de exclusao de corante para estabelecer a integridade da
membrana celular, onde € utilizado o lodeto de propidio, que tinge as células
necrosadas, permitindo a diferenciacdo entre os dois processos. O teste
discrimina células intactas, células apoptédticas e células necréticas. Em
comparacao com os testes tradicionais existentes, o ensaio da anexina V é
sensivel e facil de realizar (VERMES et al., 1995).

Outra analise importante é a de ultraestrutura, ao qual denomina-se como

o estudo das estruturas celulares que sdo muito pequenas e consequentemente
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nao podem ser observadas com o microscépio 6ptico, e mostra a estrutura
detalhada de uma célula, tecido, ou 6rgdo, que pode ser observada por
microscopia eletrénica de transmissdo, varredura e de super resolucao
(BRIEGER, 1963). Por tanto, o desenvolvimento de técnicas de seccionamento
ultrafino possibilitou um estudo sistematico da organizacdo ultraestrutural das
células (SJOSTRAND, 1956).

O microscopio eletrénico de transmissao é bastante utilizado para analise
de materiais biolégicos por que mostra com alta definicdo as imagens
intracelulares, permitindo a observagdo da morfologia celular, aspectos gerais
das organelas, a organizacdo molecular de virus ou constituintes subcelulares,
oferecendo informacfes sobre as alteracdes celulares (GALLETI, 2003).

O microscopio eletrénico funciona utilizando um feixe de elétrons em alta
tensdo. Sao utilizadas lentes eletromagnéticas que focalizam o feixe de elétrons
na amostra. Os atomos que constituem o feixe de elétrons passam através da
amostra e produzem diferentes tipos de radiacdo. O seu componente mais
importante é a coluna, pois o feixe de elétrons € gerado e dirigido para atravessar
a amostra, onde a imagem sera ampliada para a realizacdo da analise e registro
digital (KESTENBACH, BOTTA FILHO, 1989).

Os constituintes principais que controlam a passagem dos elétrons pela
coluna séo filamento, anodo, sistema de alinhamento, lente condensadora,
correcdo de astigmatismo e campo escuro, lente objetiva, lente projetora e tela.
Tem uma resolucdo que atinge valores na faixa de 0,2nm (KESTENBACH,
BOTTA FILHO, 1989).

Uma das etapas cruciais e que requer muitos cuidados € a preparacao
das amostras que serao lidas no microscépio de transmissédo, pois essa etapa
determina o sucesso da técnica. Inicialmente, o0 material precisa ser cortado em
uma série de seccOes ultrafinas, e para obtencdo desses cortes a amostra
precisa passar por alguns procedimentos que garantem a preservacao de suas
propriedades originais, que séo fixacéo, desidratacao, incluséo, ultramicrotomia
e contrastacdo. Esses passos irdo variar de acordo com a amostra e o objetivo
do estudo (GRIMSTONE, 1980).
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1. Hipotese

Modificagbes na metodologia de criopreservacdo e a utilizacdo de
diferentes solugbes autoformuladas com o uso combinado de crioprotetores intra
e extracelulares, podem minimizar o impacto deletério causado nas células

durante a criopreservacao e reduzir o custo de producéao.

3.2. Objetivo geral

Os objetivos deste estudo foram testar diferentes solucbes para
criopreservacdo de CTMs caninas derivadas do tecido adiposo, avaliando os
efeitos sobre a membrana plasmética, viabilidade, proliferagdo -celular,
ultraestrutura e expressao génica, bem como no seu desenvolvimento pos-

descongelacao.

3.3. Objetivos especificos
- Estabelecer um protocolo que mantenha a integridade celular durante a

criopreservacao e pos-descongelacdo com custos acessiveis;

- Comparar os resultados obtidos das diferentes combinagcbes de

crioprotetores na criopreservacao;

- Estabelecer um protocolo de transporte.

4. REFERENCIAS®

ALMEIDA, J. R; PAZ, C. E. D. O.; OLIVEIRA, M. R. Cinoterapia: a importancia
do vinculo entre cdes e humanos, uma revisao sistematica. Psicologia.pt, Porto,
p. 1-30, 2020.

* Referéncias organizadas de acordo com a Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
NBR 6023 informac¢éo e documentagdo — Referéncias — Elaboracéo. Rio de Janeiro, 2018. 74p.



19

AJAMANI, K.; LI, Y.-S.; HSIEH, D.-K.; LIN, S.-Z.; HARN, H.-J.; CHIOU, T.-W.
Genetic and epigenetic instability of stem cells. Cell Transplantation, Thousand
Oaks, v. 23, n. 4-5, p. 417-433, 2014.

ARMSTRONG, L.; LAKO, M.; BUCKLEY, N.; LAPPIN, T. R. J.; MURPHY, M. J.;
NOLTA, J. A.; PITTENGER, M.; STOJKOVIC, M. Editorial: Our 10 top
developments in stem cell biology over the last 30 years. Stem Cells, Oxford v.
30, n. 1, p. 2-9, 2012.

ARZI, B.; MILLS-KO, E.; VERSTRAETE, F. J.; KOL, A.; WALKER, N. J,;
BADGLEY, M. R.; FAZEL, N.; MURPHY, W. J.; VAPNIARSKY, N.; BORJESSON,
D. L. Therapeutic efficacy of fresh, autologous mesenchymal stem cells for
severe refractory gingivostomatitis in cats. Stem Cells Translational Medicine,
Oxford, v. 5, n. 1, p. 75-86, 2016.

BAHARI, L.; BEIN, A.; YASHUNSKY, V.; BRASLAVSKY, I. Directional freezing
for the cryopreservation of adherent mammalian cells on a substrate. PloS One,
San Francisco, v. 13, n. 2, p. e0192265, 2018.

BAJADA, S.; MAZAKOVA, I.; RICHARDSON, J. B.; ASHAMMAKHI, N. Updates
on stem cells and their applications in regenerative medicine. Journal of Tissue
Engineering and Regenerative Medicine, Chichester, v. 2, n. 4, p. 169-183,
2008.

BARNES, D.; SATO, G. Methods for growth of cultured cells in serum-free
medium. Analytical Biochemistry, San Diego, v. 102, n. 2, p. 255-270, 1980.

BENSON, C. M. K.; BENSON, J. D.; CRITSER, J. K. An improved
cryopreservation method for a mouse embryonic stem cell line. Cryobiology,
Amsterdam, v. 56, n. 2, p. 120-130, 2008.

BOMHARD, A. N. R.; ELSASSER, A.; RITSCHI, L. M.; SCHAWARZ, S,

ROTTER, N. Cryopreservation of endothelial cells in various cryoprotective



20

agents and media — vitrification versus slow freezing methods. Plos One, San
Francisco, v. 11, n. 2, p. 1-15, 2016.

BONOMI, A.; GHEZZI, E.; PASCUCCI, L.; ARALLA, M.; CESERANI, V.
PETTINARI, L.; PESSINA, A. Effect of canine mesenchymal stromal cells loaded
with paclitaxel on growth of canine glioma and human glioblastoma cell lines. The
Veterinary Journal, London, v. 223, p. 41-47, 2017.

BRIEGER, E. M. Chapter 1 - Ultrastructure of the cell. In: BRIEGER, E. M. (ed.).
Structure and ultrastructure of microorganisms. New York: Academic Press,
p. 1-7, 1963.

CAPLAN, A. I. Mesenchymal stem cell: cell-based reconstructive therapy in
orthopaedics. Tissue Engineering, New York, v. 11, n. 7-8, p. 1198-1211, 2005.

CAPLAN, A. I. Mesenchymal stem cells. Journal of Orthopaedic Research, v.
9,n. 5, p. 641-650, 1991.

CAPLAN, A. I. Mesenchymal stem cells: time to change the name! Stem Cells
Translational Medicine, Oxford, v. 6, n. 6, p. 1445-1451, 2017.

CASTRO, S.; CARVALHO, A. A;; SILVA, C. M. G.; ROCHA FAUSTINO, L.;
FIGUEIREDO, J. R.; RODRIGUES, A. P. R. Agentes crioprotetores
intracelulares: caracteristicas e utilizacdo na criopreservacao de tecido ovariano

e oQcitos. Acta Scientiae Veterinariae, Porto Alegre, v. 39, n. 2, p. 1-17, 2011.

CETINKAYA, G.; ARAT, S. Cryopreservation of cartilage cell and tissue for
biobanking. Cryobiology, Amsterdam, v. 63, n. 3, p. 292-297, 2011.

CETINKAYA, G.; HATIPOGLU, I.; ARAT, S. The value of frozen cartilage tissues
without cryoprotection for genetic conservation. Cryobiology, Amsterdam, v. 68,
n. 1, p. 65-70, 2014.



21

DAVIES, O. G.; SMITH, A. J.; COOPER, P. R.; SHELTON, R. M.; SCHEVEN, B.
A. The effects of cryopreservation on cells isolated from adipose, bone marrow
and dental pulp tissues. Cryobiology, Amsterdam, v. 69, n. 2, p. 342-347, 2014.

DUAN, W.; LOPEZ, M. J. Effects of cryopreservation on canine multipotent
stromal cells from subcutaneous and infrapatellar adipose tissue. Stem Cell
Reviews and Reports, New York, v. 12, n. 12, p. 257-268, 2016.

ELLIOTT, G. D.; WANG, S.; FULLER, B. J. Cryoprotectants: a review of the
actions and applications of cryoprotective solutes that modulate cell recovery

from ultra-low temperatures. Cryobiology, Amsterdam, v. 76, p. 74-91, 2017.

FUJIKAWA, T.; TAKAAKI, A.; GEN, Y., HYON, S.-H., KUBOTA, C.
Cryopreservation of bovine somatic cells using antifreeze polyamino-acid

(carboxylated poly-I-lysine). Cryobiology, Amsterdam, v. 76, p. 140-145, 2017.

GALLETI, S. R. Introducdo a microscopia eletrénica. Biolégico, Sao Paulo, v.
65, n. 1/2, p. 33-35, 2003.

GINANI, F.; SOARES, D. M.; BARBOZA, C. A. G. Influéncia de um protocolo de
criopreservacdo no rendimento in vitro de células-tronco derivadas do tecido
adiposo. Revista Brasileira de Cirurgia Plastica, Sao Paulo, v. 27, n. 3, p. 359-
363, 2012.

GNECCHI, M.; ZHANG, Z.; NI, A.; DZAU, V. J. Paracrine mechanisms in adult
stem cell signaling and therapy. Circulation Research, Baltimore, v. 103, n. 11,
p. 1204-1219, 2008.

GOMZIKOVA, M. O.; JAMES, V.; RIZVANOV, A. A. Therapeutic application of

mesenchymal stem cells derived extracellular vesicles for immunomodulation.



22

Frontiers in Immunology, Lausanne, v. 10, p. 2663, 2019.

GRIMSTONE, A. V. O microscopio eletronico em biologia. Sado Paulo:
Universidade de S&o Paulo, 1980.

HOTCHKISS, R. S.; STRASSER, A.; MCDUNN, J. E.; SWANSON, P. E. Cell
death. The New England Journal of Medicine, Boston, v. 361, n. 16, p. 1570-
1583, 2009.

HUBEL, A. Parameters of cell freezing: implications for the cryopreservation of
stem cells. Transfusion Medicine Reviews, Orlando, v. 11, n. 3, p. 224-233,
1997.

HUNT, C J. Technical considerations in the freezing, low-temperature storage
and thawing of stem cells for cellular therapies. Transfusion Medicine and
Hemotherapy, Basel, v. 46, n. 3, p. 134-150, 2019.

HUNT, C. J. Cryopreservation of human stem cells for clinical application: a
review. Transfusion Medicine and Hemotherapy, Basel, v. 38, n. 2, p. 107-123,
2011.

JANZ, F. L.; DEBES, A. A.; CAVAGLIERI, R. C.; DUARTE, S. A.; ROMAO, C.
M.; MORON, A. F.; ZUGAIB, M.; BYDLOWSKI, S. P. Evaluation of distinct
freezing methods and cryoprotectants fo human amniotic fluid stem cells
cryopreservation. Journal of Biomedicine and Biotechnology, Cairo, v. 2012,
p. 1-10, 2012.

KESTENBACH, H.; BOTTA FILHO, W. J. Microscopia eletrénica de
transmissao e varredura. 5. ed. S&o Paulo: Associcdo Brasileira de Metais,
1989.

LEE, S. G.; KOH, H. Y.; LEE, J. H.; KANG, S. H.; KIM, H. J. Cryopreservative
effects of the recombinant ice-binding protein from the arctic yeast



23

Leucosporidium sp. on red blood cells. Applied Biochemistry and
Biotechnology, Clifton, v. 167, n. 4, p. 824-834, 2012.

LEON-QUINTO, T.; SIMON, M. A.; CADENAS, R.; MARTINEZ, A.; SERNA, A.
Different cryopreservation requirements in foetal versus adult skin cells from an
endangered mammal, the Iberian lynx (Lynx pardinus). Cryobiology,
Amsterdam, v. 68, n. 2, p. 227-233, 2014.

LECCHI, L; GIOVANELLI, S.; GAGLIARDI, B.; PEZZALI, I.; RATTI, |.; MARCONI,
M. An update on methods for cryopreservation and thawing of hemopoietic stem
cells. Transfusion and Apheresis Science, Basel, v. 54, n. 3, p. 324-336, 2016.

LEWIS, J. K.; BISCHOF, J. C.; BRASLAVSKY, |.; BROCKBANK, K. G.; FAHY,
G. M.; FULLER, B. J.; GIWA, S. The Grand Challenges of Organ Banking:
Proceedings from the first global summit on complex tissue

cryopreservation. Cryobiology, Amsterdam, v. 72, n. 2, p. 169-182, 2016.

LI, X. C.; YUE, H.; LI, C. Y.; HE, X. H.; ZHAO, Q. J.; MA, Y. H.; MA, J. Z.
Establishment and characterization of a fibroblast cell line derived from Jining
Black Grey goat for genetic conservation. Small Ruminant Research,
Amsterdam, v. 87, p. 17-26, 20009.

LIU, G.; ZHOU, H.; LI, Y.; LI, G.; CUI, L.; LIU, W.; CAO, Y. Evaluation of the
viability and osteogenic differentiation of cryopreserved human adipose-derived
stem cells. Cryobiology, Amsterdam, v. 57, n. 1, p. 18-24, 2008.

LLOYD, A. C. Limits to lifespan. Nature Cell Biology, London, v. 4, n. 2, p. E25-
E27, 2002.

MANNELLO, F.; TONTI; G. A. Concise review: no breakthroughs for human



24

mesenchymal and embryonic stem cell culture: conditioned medium, feeder
layer, or feeder-free; medium with fetal calf serum, human serum, or enriched
plasma; serum-free, serum replacement nonconditioned medium, or ad hoc
formula? All that glitters is not gold! Stem Cells, Oxford, v. 25, n. 7, p. 1603-1609,
2007.

MARTINELLO, T.; BRONZINI, I.; MACCATROZZO, L.; MOLLO, A.; M.
SAMPAOLESI, M.; MASCARELLO, F.; DECAMINADA, M.; PATRUNO, M.
Canine adipose-derived-mesenchymal stem cells do not lose stem features after
a long-term cryopreservation. Research in Veterinary Science, London, v. 91,
n. 1, p. 18-24, 2011.

MARX, C.; SILVEIRA, M. D.; SELBACH, |.; SILVA, A. S.; BRAGA, L. M. G. M;
CAMASSOLA, M.; NARDI, N. B. Acupoint injection of autologous stromal
vascular fraction and allogeneic adipose-derived stem cells to treat hip dysplasia
in dogs. Stem Cells International, New York, v. 2014, p. 391274, 2014.

MORAES, A. M.; AUGUSTO, E. F. P.; CASTILHO, L. R. Tecnologia do cultivo
de células animais: de biofarmacos e terapia génica. Sdo Paulo: Rocca, 503 p,
2007.

MORO, L. N.; HIRIART, M. |.; BUEMO, C.; JARAZO, J.; SESTELO, A;
VERAGUAS D.; RODRIGUEZ-ALVAREZ, L.; SALAMONE, D. F. Cheetah
interspecific SCNT followed by embryo aggregation improves in vitro
development but not pluripotent gene expression. Reproduction, Bristol, v. 150,
n. 1, p. 1-10, 2015.

MORONI, L.; FORNASARI, P M. Human mesenchymal stem cells: a bank
perspective on the isolation, characterization and potential of alternative sources
for the regeneration of musculoskeletal tissues. Journal of Cellular Physiology,
Philadelphia, v. 228, n. 4, p. 680-687, 2013.



25

MOTTA, J. P. R.; GOMES, B. E.; BOUZAS, L. F.; PARAGUASSU-BRAGA, F. H.;
PORTO, L. C. Evaluations of bioantioxidants in cryopreservation of umbilical cord
blood using natural cryoprotectants and low concentrations of dimethylsulfoxide.
Cryobiology, Amsterdam, v. 60, n. 3, p. 301-307, 2010.

MOUNT, N. M.; WARD, S. J.; KEFALAS, P.; HYLLNER, J. Cell-based therapy
technology classifications and translational challenges. Philosophical
transactions of the Royal Society of London. Series B, Biological sciences,
London, v. 370, n. 1680, p. 20150017, 2015.

OKUMURA, N.; KAGAMI, T.; KADOYA, S.; SATO, M.; KOIZUMI, N. Feasibility
of a cryopreservation of cultured human corneal endothelial cells. PLoS One,
San Francisco, v. 14, n. 6, p. 0218431, 2019.

OLIVEIRA, L. G. P.; BORGES, A. A.; NASCIMENTO, M. B.; AQUINO, L. V. C,;
OLIVEIRA, M. F.; SILVA, A. R.; PEREIRA, A. F. "Cryopreservation of Collared
Peccary (Pecari Tajacu Linnaeus, 1758) somatic cells is improved by sucrose
and high concentrations of fetal bovine serum”. Cryo Letters, London, v. 41, n.
5, p. 272-280, 2020.

PAPACCIO, G.; GRAZIANO, A.; D’AQUINO, R.; GRAZIANO, M. F.; PIROZZI,
G.; MENDITTI, D.; ROSA, A.; CARINCI, F.; LAINO, G. Long-term
cryopreservation of dental pulp stem cells (SBP-DPSCs) and their differentiated
osteoblasts: a cell source for tissue repair. Journal of Cellular Physiology, New
York, v. 208, n. 2, p. 319-325, 2006.

PEGG, D. E. Principles of cryopreservation. Methods in Molecular Biology,
Totowa, v. 1257, p. 3-19, 2015.

PENHA, E. M.; MEIRA, C. S.; GUIMARAES, E. T., MENDONCA, M. V. P;



26

GRAVELY, F. A.; PINHEIRO, C. M. B.; PINHEIRO, T. M. B.; BARROUIN-MELO,
S. M.; RIBEIRO-DOS-SANTOS, R.; SOARES, M. B. P. Use of autologous
mesenchymal stem cells derived from bone marrow for the treatment of naturally
injured spinal cord in dogs. Stem Cells International, New York, v. 2014, p.
437521, 2014.

PEREIRA, B. C.; ORTIZ, I.; DORADO, J.; CONSUEGRA, C.; DIAZ-JIMENEZ,
M.; DEMYDA-PEYRAS, S.; GOSALVEZ, J.; HIDALGO, M. Evaluation of DNA
damage of mare granulosa cells before and after cryopreservation using a
chromatin dispersion test. Journal of Equine Veterinary Science, New York, v.
72, p. 28-30, 2019.

PET BRASIL, INSTITUTO. Setor pet fecha 2021 com alta de 27% no
faturamento, aponta Instituto Pet Brasil. Cdes&Gatos VET FOOD, 2022.
Disponivel em: <https://caesegatos.com.br/setor-pet-fecha-2021-com-alta-de-
27-no-faturamento-aponta-instituto-pet-brasil/>. Acesso em: 03, Abril de 2022.

RENZI, S.; RICCO, S.; DOTTI, S.; SESSO, L.; GROLLI, S.; CORNALI, M;
CARLIN, S. M.; PATRUNO, M.; CINOTTI, S.; FERRARI, M. Autologous bone
marrow mesenchymal stromal cells for regeneration of injured equine ligaments
and tendons: a clinical report. Research in Veterinary Science, London, v. 95,
n. 1, p. 272-277, 2013.

RODRIGUES, J. P.; PARAGUASSU-BRAGA, F. H.; CARVALHO, L;
ABDELHAY, E.; BOUZAS, L. F.; PORTO, L. C. Evaluation of trehalose and
sucrose as cryoprotectants for hematopoietic stem cells of umbilical cord blood.
Cryobiology, Amsterdam, v. 56, n. 2, p. 144-151, 2008.

SHANG, Z.; JIANG, Y.; GUAN, X.; WANG, A.; MA, B. Therapeutic effects of stem
cells from different source on renal ischemia-reperfusion injury: a systematic
review and network meta-analysis of animal studies. Frontiers in

Pharmacology, Lausanne, v. 12, p. 2312, 2021.



27

SILVA, A. A. R.; RODRIGUES, C. G.; SILVA, M. B. Avancos tecnoldgicos na
criopreservacao de células-tronco e tecidos, aplicados a terapia celular. Revista
da Biologia, Sao Paulo, v. 17, n. 1, p. 13-18, 2017.

SJOSTRAND, F. S. The ultrastructure of cells as revealed by the electron
microscope. International Review of Cytology, New York, v. 5, p. 455-533,
1956.

SMAGUR, A.; MITRUS, I.; GIEBEL, S.; CIOMBER, A.; GLIWINSKA, J,;
PANCZYNIAK, K.; SADUS-WOJCIECHOWSKA, M.; HOLOWIECKI, J.
Comparision of different cryoprotective solution - albumin vs autologous plasma
- its effect on cell recovery and clonogenic potential of cryopreserved peripheral
blood hematopoietic stem and progenitor cells. Blood, New York, v. 122, n. 21,
p. 4522, 2013.

SOLOCINSKI, J.; OSGOOD, Q.; WANG, M.; CONNOLLY, A.; MENZE, M. A;;
CHAKRABORTY, N. Effect of trehalose as an additive to dimethyl sulfoxide
solutions on ice formation, cellular viability, and metabolism. Cryobiology,
Amsterdam, v. 75, p. 134-143, 2017.

STERODIMAS, A.; FARIA, J.; NICARETTA, B.; PITANGUY, |[. Tissue
engineering with adipose-derived stem cells (ADSCs): current and future
applications. Journal of Plastic, Reconstructive and Aesthetic Surgery,
Amsterdam, v. 63, n. 11, p. 1886-1892, 2010.

STROBER, W. Trypan blue exclusion test of cell viability. Current Protocols in
Immunology, New York, v. 111, p. A.3.B.1-A.3.B.3, 2015.

TAGHAVI, S.; SHARP, T. E.; DURAN, J. M.; MAKAREWICH, C. A.; BERRETTA,
R. M.; STAROSTA, T.; KUBO, H.; BARBE, M.; HOUSER, S. R. Autologous c-



28

Kit+ mesenchymal stem cell injections provide superior therapeutic benefit as
compared to c-Kit+ cardiac-derived stem cells in a feline model of isoproterenol-
induced cardiomyopathy. Clinical and Translational Science, Malden, v. 8, n.
5, p. 425-431, 2015.

TRZIL, J. E.; MASSEAU, |.; WEBB, T. L.; CHANG, C.-H.; DODAM, J. R.; LIU, H.;
QUIMBY, J. M.; DOW, S. W.; REINERO, C. R. Intravenous adipose-derived
mesenchymal stem cell therapy for the treatment of feline asthma: a pilot study.
Journal of Feline Medicine and Surgery, London, v. 18, n. 12, p. 981-990,
2016.

VALERI, C. R.; RAGNO, G. Cryopreservation of human blood products.
Transfusion and Apheresis Science, Oxford, v. 34, n. 3, p. 271-287, 2005.

VERMES, I.; HAANEN, C.; STEFFENS-NAKKEN, H.; REUTELLINGSPERGER,
C. A novel assay for apoptosis flow cytometric detection of phosphatidylserine
expression on early apoptotic cells using fluorescein labelled annexin V. Journal
of Immunological Methods, Amsterdam, v. 184, n. 1, p. 39-51, 1995.

VILAR, J. M.; BATISTA, M.; MORALES, M.; SANTANA, A.; CUERVO, B,
RUBIO, M.; CUGAT, R.; SOPENA, J.; CARRILLO, J. M. Assessment of the effect
of intraarticular injection of autologous adipose-derived mesenchymal stem cells
in osteoarthritic dogs using a double blinded force platform analysis. BMC
Veterinary Research, London, v. 10, n. 143, p. 1-7, 2014.

WOODS, E. J.; PERRY, B. C.; HOCKEMA, J. J.; LARSON, L.; ZHOU, D.;
GOEBEL W. S. Optimized cryopreservation method for human dental pulp-
derived stem cells and their tissues of origin for banking and clinical use.
Cryobiology, Amsterdam, v. 59, n. 2, p. 150-157, 2009.

ZHOU, H.; JIN, Z.; LIU, J.; YU, S.; CUI, Q.; YI, D. Mesenchymal stem cells might
be used to induce tolerance in heart transplantation. Medical Hypotheses, New
York, v. 70, n. 4, p. 785-787, 2008.



CAPITULO 2



30

ARTIGO CIENTIFICO
Efeitos das diferentes solucdes de congelacéo sobre a criopreservacgéao

de células-tronco mesenquimais caninas?

Effects of different freezing solutions on canine mesenchymal stem cell
cryopreservation

Santos, B.A.% *; Dellaqua, T.T.2, Bussiman, F.O.3, Santos, W.B.3, Landim, F.C*.

!Departamento de Cirurgia Veterindria e Reprodugdo Animal, FMVZ,
Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil

2 Departamento de Fisiologia - IBB - UNESP - Botucatu, 18618-689 SP, Brasil.
3Departamento de genética e Melhoramento animal - Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos — FZEA — USP — Pirassununga, 13635-900 SP, Brasil.

Corresponding author: Bruna Aparecida dos Santos — Avenida Professor
Raphael Laurindo,1344, apto 03. CEP 18610-302 - Botucatu, SP, Brasil. Tel:
+5514998358257.E-mail: bruna.a.santos@unesp.br

Highlights

e Treatment with the cryoprotectant Bambanker™ was superior to the
others;

e The other cryoprotective solutions studied were also efficient in the
cryopreservation of canine MSCs;

e All treatments allowed the resumption of normal cell functions after
thawing and reculture.

e Self-formulated cryoprotectant solutions are more economically viable
than the commercial brand used.
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Abstract

In order to use canine mesenchymal stem cells (MSCs) in therapies, it is essential
that cryobanks of cell storage are formed, therefore, the methodology of
cryopreservation of MSCs needs studies, since the effect of freezing and
cryoprotective agents on the cells obtained from canine adipose tissue is still
poorly understood. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of
different types of solutions in the cryopreservation of MSCs, on the structure,
viability, cell proliferation, ultrastructure and gene expression, as well as on their
post-thawing development. For this, stem cells from 12 female dog were isolated.
The samples were divided into 5 treatments: not cryopreserved (control) =
NCRIO; 90% FBS (Fetal Bovine Serum) with 10% DMSO = FBS; High glucose
DMEM/F12 culture medium plus 20% FBS and 10% DMSO = DMEM/F12;
DMEM/F12 high glucose plus 5%PVA, 5% ITS, 5% BSA and 10% DMSO =
PVA/ITS/BSA and BambankerTM = BAM. In all, Dimethylsuffoxide (DMSQO) was
used as the main cryoprotective agent. Cells were evaluated before
cryopreservation, immediate post-thawing and after reculture. A cost analysis of
the different solutions was carried out. Cell viability and apoptosis were evaluated
by the Trypan blue dye and annexin V exclusion test; cell proliferation, by the
growth curve; ultrastructure in transmission electron microscope, gene
expression by RT-gPCR and cost analysis through market research. All data
were submitted to statistical analysis using the SAS software version 9.4. The
results showed that the MSCs cryopreserved with the commercial medium was
superior to the others in terms of cell number and cell proliferation, but was similar
to the NCRIO and PVA/ITS/BSA groups in terms of cell viability. Although no
significant morphological changes were observed between the cryopreservation
treatments, the cellular ultrastructure varied according to the components of the
medium, in which the morphology closest to that found in fresh cells was
observed in the PVA/ITS/BSA and BAM groups. The gene expression showed
that the cells showed differences regarding the treatments for the CD44, TGFB1,
CXCL12 and IDO transcripts. In this study, it was observed that although the
treatment with the commercial brand was superior to other cryoprotectants, the
other combinations of cryoprotective substances tested were efficient in the

cryopreservation of canine MSCs, being alternatives that can be used. All
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treatments allowed the resumption of normal cell functions after thawing and
reculture. And self-formulated solutions are more economically viable than
branded. These results are important for the establishment of cryopreservation
protocols for MSCs in this species, as they increase the possibilities of choosing
the cryoprotectant solution and also allow the use of more affordable solutions
without contaminating components such as FBS.

Keywords: cryobanks; cryoprotectants; viability; adipose tissue

1. Introducéo

Frente aos resultados que conferem ao paciente, a terapia celular tem sido
uma alternativa cada vez mais indicada por médicos veterindrios, para o
tratamento de algumas doencgas caninas. As CTMs sdo a matriz mais abundante
de possibilidades para estratégias terapéuticas de varias doencas degenerativas
(ARMSTRONG et al., 2012). A formacdao de criobancos € essencial para produzir
as células em larga escala para utilizagdo na terapia celular, mas a técnica de
criopreservacao ainda possui alguns entraves, uma vez que o efeito causado
sobre as células derivadas do tecido adiposo canino ainda € pouco conhecido.

As técnicas de criopreservacao celular visam a manutencao das células
vivas por um longo tempo sem a necessidade de mdultiplas passagens, evitam
contaminacdes, e mantém suas funcdes bioldgicas inativadas de forma
controlada, evitando o comprometimento de suas funcdes apds a descongelacao
(GINANI; SOARES; BARBOZA, 2012). Também aumenta a vida util do produto;
facilita o transporte das células, desde que sua refrigeracdo seja mantida; e
permite varios tratamentos utilizando o mesmo lote de células, com flexibilidade
no tempo de tratamento para o paciente (HUNT, 2019).

O método mais utilizado para criopreservar células é a refrigeracéo lenta,
na qual ocorre uma queda gradativa da temperatura, levando a formacéo de gelo
extracelular, promovendo uma desidratacao progressiva da célula com aumento
da concentracdo de soluto intracelular até um estado passivel de solidificagéo.
O grau de dano imposto a célula durante a congelagéo vai depender diretamente
do tipo de crioprotetor utilizado, e da curva de resfriamento empregada durante
o procedimento (BENSON et al.,, 2008). Nestas condi¢cdes, os indices de
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sobrevivéncia de células mamiferas s6 sdo aceitdveis na presenca de
substéancias crioprotetoras (HUBEL, 1997).

Existem dois tipos de crioprotetores, os intracelulares, que tem a funcéo
de penetrar na célula, e se ligar com a agua, fazendo com que ocorra uma
reducdo do tamanho e formacao dos cristais de gelo, e consequentemente,
previna a ruptura da membrana celular (MORO et al., 2015). E os extracelulares,
gue ndo penetram na membrana celular, mas que tem a finalidade de aumentar
a osmolaridade do meio externo das células, reduzindo a formacéo dos cristais
de gelo (LEON-QUINTO et al., 2014).

Os crioprotetores intracelulares mais utilizados para criopreservagao de
células-tronco sdo o dimetilsulfoxido (DMSO) (LEON-QUINTO et al., 2009) e o
etilenoglicol (EG) (OLIVEIRA et al., 2018); e quanto aos extracelulares
destacam-se o SFB e a sacarose (LEON-QUINTO et al., 2011). Além disso,
existem meios comerciais, especialmente desenvolvidos para a criopreservacao
de células-tronco, que tem como vantagem a nao utilizacdo do SFB, mas
apresentam a desvantagem de ter alto custo, sendo sua utilizacéo inviavel na
Medicina Veterinéria.

A utilizagdo do DMSO e do SFB é comum em laboratérios de cultivo
celular, mas o DMSO é toxico (MOTTA et al.,2010) e o SFB pode levar a
contaminacdo (MANNELLO; TONTI, 2007). Tendo em vista essa problematica,
€ importante que sejam feitas pesquisas com o intuito de substituir esses
crioprotetores, ou de utiliza-los em concentra¢gfes reduzidas, trazendo outras
alternativas de solucdes crioprotetoras que mantenham a integridade celular e
gue sejam viaveis economicamente.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de
diferentes solucdes para criopreservacao das células mesenquimais caninas,
sobre a membrana plasmatica, viabilidade, proliferacdo celular, ultraestrutura e

expressao génica, bem como no seu desenvolvimento pds-descongelagéo.
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2. Material e métodos

2.1. Reagentes, meios e protocolos

Os reagentes e meios utilizados neste estudo foram do mais alto grau de
pureza e adquiridos das empresas Thermo Fisher Scientific, Gibco, e da Sigma-
Aldrich. Foram usados os protocolos do Laboratorio de Terapia Celular e
Reproducdo Avancada (LANCA), que sdo amplamente utilizados e
estabelecidos.

2.2. Aspectos éticos

Os aspectos éticos recomendados pelo Conselho Nacional de
Experimento Animal (CONCEA) foram considerados em cada etapa desse
estudo, tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
(protocolo n°® 0124/2021).

2.3. Coleta, isolamento e cultivo das CTMs caninas

O tecido adiposo foi coletado de 12 cadelas sem padréo racial definido e
das racas Pug, Poodle, Border Collie, Pitbull e Lhasa, com histérico comprovado
de salde, idade até 2 anos, durante campanhas de castracdo. A coleta do tecido
adiposo foi realizada pelo Médico Veterinario responsavel pela castracao, apos
a autorizacao dos tutores, mediante a assinatura de um termo de consentimento.
Todos os animais foram testados para adenovirus canino tipo |, Babesia spp.,
Ehrlichia spp., Leptospira spp., Toxoplasma Gondii, cinomose e leishmaniose
por PCR.

Para o isolamento das CTMs os fragmentos de tecido adiposo foram
lavados com PBS, contendo 1% de penicilina e 1,2% de anfotericina. Apos a
lavagem, o tecido foi fracionado com auxilio de uma pinca e bisturi, e colocado
em solucdo a 0,02% de colagenase, a 37,5°C em banho termostatico por
aproximadamente 30 minutos. A suspensao celular foi centrifugada a 1.500 g por
10 minutos, e o precipitado ressuspendido em PBS. Foram feitas outras duas
centrifugacodes, e o precipitado celular foi ressuspendido em 5 mL de meio de
cultivo (DMEM / F12 - alta glicose) com 20% de SFB, suplementado com

antibiéticos (1% de solucdo de penicilina e estreptomicina), antimicotico (1,2%
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de de solugcdo de anfotericina) e 0,0044% de amicacina. A seguir, as células
foram plaqueadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm? (T25) e cultivadas em
estufa com atmosfera com 5% de CO2 em ar e a 37,5°C.

O meio do cultivo primario foi trocado apos 4 dias e, posteriormente, a
cada 72 horas. O meio base utilizado em todas as fases do cultivo foi 0 mesmo
descrito anteriormente. Quando as células do cultivo priméario atingiram
confluéncia de 80% foram tripsinizadas (tripsina-EDTA 0,05%) e recultivadas até

a terceira passagem.

2.4. Criopreservacao das amostras e delineamento experimental

Ao final da terceira passagem as células foram submetidas aos
protocolos de criopreservacéo, de acordo com 0S grupos experimentais em um
delineamento inteiramente casualizado. Para a criopreservagao o crioprotetor
intracelular DMSO foi utilizado em todos os grupos, variando-se a solucao
diluidora. Foram utilizados 5 grupos experimentais: ndo criopreservado (controle)
= NCRIO; 90% SFB (Soro fetal Bovino) com 10% DMSO = SFB; Meio de cultivo
DMEM/F12 alta glicose acrescido com 20% SFB e 10% DMSO = DMEM/F12;
DMEM/F12 alta glicose, acrescido com 5%PVA, 5% de ITS, 5% de BSA e 10%
DMSO = PVA/ITS/BSA e BambankerTM = BAM.

As células foram criopreservadas utilizando o protocolo de KERKIS et al.
(2006). Apos a tripsinizacao, as células foram contadas em camara de Neubauer,
coradas com Trypan blue, para estimar a concentracao e a viabilidade celular. A
seguir, foram separadas em aliguotas com uma concentracdo de 2x10°
células/criotubo, contendo 2,0 mL do meio crioprotetor, de acordo com cada
tratamento. O experimento e todas as analises subsequentes foram feitas em
triplicata bioldgica, as células das 12 doadoras foram reduzidas em 3 pools, cada
pool continha células de 4 doadoras, ficando com 3 doadoras finais (Figura 1).
As amostras foram resfriadas gradualmente, aproximadamente 1°C por minuto
até atingir -80°C, utilizando o Mrs Frosty, onde permaneceram por 24h a -80°C.
ApoOs 24h, as células foram transferidas para o botijao criogénico a -196°C.

As amostras foram descongeladas 30 dias apés a criopreservagao pelo
protocolo descrito por CHAYTOR et al. (2012). Ap0s a reconstituicdo, as
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amostras foram novamente analisadas. Uma parte contendo 2x108/células foi
plagueada para o recultivo, em meio ja mencionado, e has mesmas condicdes.

Os testes de viabilidade com Trypan blue e com Anexina V, proliferacao
celular, RT- gPCR e andlise da ultraestrutura foram realizados nas células néo
criopreservadas (frescas), apos descongelacdo e nas células recultivadas
(Figura 2).

Figura 1. Esquema das doadoras utilizadas no estudo.

Antes da Criopreservagao Apés
criopreservacao Tratamentos descongelagio

Recultivo

Figura 2. Demonstracao das analises e desenho experimental.
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2.5. Caracterizacdo das CTMs

O estudo seguiu as normas da Sociedade Internacional de Terapia
Celular, que preconiza caracteristicas como células plastico-aderentes quando
mantidas em condi¢des basicas de cultivo, morfologia fibroblastéide (Figura 3),
positiva para os marcadores de membrana CD44 e CD90, negativa para o
marcador de membrana CD34 e baixa marcacao (< 5%) para MHCII (Tabela 1).
Foi avaliada também a capacidade de se diferenciar em osteoblastos e

adipdcitos, quando expostas in vitro aos indutores de diferenciacdo especificos.
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Figura 3. Células-tronco caninas, aderentes ao plastico e com morfologia
fibroblastéide. A — Garrafa no inicio do cultivo celular e B — Garrafa com

confluéncia de 80%.

Tabela 1. Imunofenotipagem para os marcadores de membrana de CTMs

caninas
Doadores CD90 CD44 MHCII CD34
1 91,40% 73,60% 2,36% 7,73%
2 89,10% 74,23% 4,30% 3,86%
3 87,36% 79,86% 4,70% 2,33%
Média Simples 89,29% 75,90% 3,79% 4,64%

2.6. Teste de viabilidade celular com Trypan blue

A viabilidade foi estimada pelo teste de exclusdo com o Trypan blue,
que avalia a integridade da membrana. Uma aliquota da suspensao celular foi

diluida (1 : 2) com 1 pyL de Trypan blue. Em seguida, a preparacao foi colocada
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na camera de Neubauer, e as células foram contadas. A viabilidade foi expressa
pela porcentagem de células vivas (ndo coradas) em relagdo ao numero de
células mortas (coradas), pela seguinte férmula:

Xcélulas vivas

—— - — X 100 = % de células
Xcélulas vivas + Xcélulas mortas

2.7. Teste de viabilidade com anexina V

A marcacdo com anexina V e iodeto de propidio (eBioscience™
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit. Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
foram utilizados para avaliar a apoptose, necrose e a viabilidade celular. Para
tanto, ap6s a remoc¢ao do meio de cultivo ou de criopreservacao, as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em uma concentracdo de 1x10° células/mL com
PBS, e em seguida foi adicionado anexina V e o iodeto de propidio. A suspenséo
de células foi incubada por 15 minutos a 37°C e, a seguir foi feita a leitura no
citobmetro de fluxo (FACS Calibur da BD®).

Os resultados obtidos expressaram a porcentagem da populacdo de
células vivas em necrose e em apoptose. As células vivas nao apresentam
marcacao, as células em apoptose apresentam-se com marcacao positiva para
anexina V e negativa para iodeto de propidio (apoptose inicial), ou positiva para
anexina V e positiva para iodeto de propidio (apoptose tardia). Células em
necrose apresentam marcagao negativa para anexina V e positiva para iodeto

de propidio.

2.8. Protocolo de transporte

Para estabelecer o protocolo de transporte, foi feita a viabilidade celular
com 4,12,24,48 e 96h apos a descongelacdo das CTMs caninas, que ficaram
mantidas a 4°C. A viabilidade foi feita com o corante de excluséo Trypan blue.

2.9. Teste de proliferacao celular

Foi plagueada uma concentracdo de 1x10* células/poco de cada
tratamento em uma placa de 6 pocos. As ceélulas foram cultivadas por 144
horas, e a cada 48 horas de cultivo foi conduzida a tripsinizagao (remocao das
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células da placa de cultivo), para quantificar as células e estimar a viabilidade

celular pelo teste de exclusédo Trypan blue.

2.10. Analise de ultraestrutura

A ultraestrutura foi analisada por microscopia eletronica de
transmissao. As CTMs foram fixadas em glutaraldeido (pH = 7,4) a 4°C até o
momento do processamento das amostras. Os cortes ultrafinos foram obtidos
com navalha de diamante e colhidos em grades de cobre, corados com acetato
de uranila e citrato de chumbo (Koch Instrumentos Cientificos Ltda, Brasil) e
examinados em microscopio eletrbnico de transmissdo (Philips CM100). Na
avaliacao ultraestrutural foram observadas possiveis modificacdes na membrana

plasmatica, organelas e nucleo.

2.11. PCR quantitativa em tempo real (RT- gPCR)

A RT-gPCR foi realizada utilizando o sistema Sybr Green™ PCR Master
Mix (Applied Biosystems™) no equipamento StepOnePlus™ System (Applied
Biosystems™). O RNA foi extraido com TRIzol (Life Technologies
Corporation®, Van Allen Way, Carlsbad, CA, USA) e as concentracdes foram
mensuradas no (NanoDrop™ 2000 Spectrophotometers Thermo Scientific™).

Em seguida, o RNA extraido foi tratado com DNAse (Qiagen®) conforme
protocolo do fabricante. Posteriormente, a transcricdo do mRNA em cDNA foi
realizada com o Kit de transcricdo reversa (High-Capacity cDNA Reverse
Trancription Kit Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) e as etapas de
incubacéo foram realizadas de acordo com as recomendacdes de tempo e
temperaturas do fabricante.

O volume final do mix para PCR foi de 20 pL em duplicata e as condi¢bes
para os ciclos foram 95°C por 10 minutos (1 ciclo), desnaturacéo a 95° C por
15 segundos, seguida de anelamento a 60° C por 1 minuto (40 ciclos). Os dados
brutos dos niveis de fluorescéncias (dados sem corre¢do da linha de base),
obtidos ao final da PCR, foram submetidos ao programa LinRegPCR
(REMAKERS et al., 2003) para correcdo da linha de base e obtencdo dos

valores do ciclo de threshold (Ct).
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A abundéancia relativa dos genes alvo foi calculada pelo método AACt, e

a média geométrica da expressdo do gene endégeno GAPDH (gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase) foi utilizada como referéncia para a normalizacdo dos

dados, como descrito por PFAFFL (2001). Na Tabela 2 estédo apresentados os

genes alvos utilizados para andlise de expressao génica nas CTMs.

Tabela 2. Sequéncia de primers dos genes que foram utilizados na RT-Qpcr

Sigla/Nome do gene / Funcéo GenBank Sequéncia (5'-3")
ELOVL6 — ELOVL fatty acid elongase 6 | PMRNAG440 F: CAGCAAATTCTGGGCTTATGC
(metabolismo lipidico/ estresse oxidativo)

R: CCTAGTTCGGGTGCTTTGCTTA
SOD1 - Superéxido Dismutase 1 AF346417 F:-TGGTGGTCCACGAGAAACGAGATG
(antioxidante/estresse oxidativo) R CAATGACACCACAAGCCARACGACT
PRDX6 — Peroxiredoxin 6 (codifica XM_537190.4 F: TGGCACCAGAATTTGCCAAG

proteinas antioxidantes/estresse
oxidativo)

R: TTGCTCCAGGCAAGATGGTC

BAX- BCL2 Associated X, apoptosis
regulator
(apoptose)

NM_001002949.1

F: GGTGCCCCAGGATGCA

R: CCGATGCGCTTGAGACATT

TP53 - Tumor Protein P53
(apoptose)

NM_00138921

F: ATGGGAGGCATGAACCGGCG

R: CGGGACAGGCACAAACGCGT

FAS - Cell surface death receptor
(apoptose)

GCA_014441545.1

F: TGGAGGTGCTGGCTGGTGATG

R:TGGCGGTCGGTGGCTGTG

BCL2L1 - BCL2 like 1
(apoptose)

NM_001003072.1

F: ACTGTGCGTGGAGAGCGTAG

R: TCAGGTAAGTGGCCATCCAA

IDO - Indoleamine 2,3- dioxygenase

(imunomodulacéo)

XM_03868979.1

F: GCTGGGTCTGCCTCCTATTC

R: GCAGTCTCCACCAGGAAACC

CXCL12 - C-X-C motif chemokine ligand
12 (imunomodulagéo)

GCA_014441545.1

F: TCTTCGAGAGCCACATTGC

R: TTCAGTCTTGCCACGATCTG

HGF - Hepatocyte growth fator

(angiogénese)

NM_001002964.1

F: GGCTACTGCTCCCAAATTCCA

R: CCCACATTGAACATGTTAGTCCAGA

VEGF - Vascular endothelial growth fator
(angiogénese)

AF133250.1

F: TTGCTGCTCTACCTCCACCAT

R: TGTGCTCTCCTCCTGCCATAG

VCAN — Versican (angiogénese,
proliferacdo, migracéo e adeséo)

XM_0034344.2

F: TCTCACAAGCATCCTGTCTCAC

R: CCATCGGTCCAACGGAAGTC

TGFB1 —Transforming growth factor beta
1 (fator de crescimento/proliferacédo
celular

NM_001003309.1

F: CCCTGGACACCAACTACTGCTTC

R: GGATCCACTTCCAGCCCAGA
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CD44 - CD44 molecule (fator de NM_00119702 F: GGTCCCATACCACTCATGGA
crescimento/proliferacdo/adesao celular) R GCACCACCTTCTIGACTTCE
PTGS2 -Prostaglandin-endoperoxide NM_001003354.1 F: CGGCGAAAACTGCTCAACA
synthase 2 (inflamac&o e mitogénese) R: TTGGAGTGGGTTTCAGGTATAATTT
HIF1A - Hypoxia-inducible factor 1-alpha | NM_001287163. 1 F: TTACGTTCCTTCGATCAGTTGTA

(regulador da resposta a hipoxia) R: GAGGAGGTTCTTGCATTGGAGTC

VIM — Vimentin (ligacdo, migragdo e  GCA_014441545.1 F:-TGGCAAAGTGGATATTGTCG

sinalizag&o celular, marcador CTMs) RAGATGGACTTCCCGTTGATG

GAPDH - Glyceraldehyde 3 Phosphate | XM_003435649.2 F: GATGGGCGTGAACCATGAG

Dehydrogenase
(gene de referéncia /end6geno)

R: TCATGAGGCCCTCCACGAT

2.12. Andlise de custo das solu¢des crioprotetoras

A andlise de custo foi feita para as solucdes crioprotetoras, pela
pesquisa de mercado com os principais fornecedores, na qual foi obtido os
valores atualizados. O custo foi calculado por mL.

2.13. Analise estatistica
A andlise estatistica foi conduzida pelo programa estatistico SAS
versao 9.4 (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Os dados foram analisados sob um
delineamento inteiramente casualizado. As pressuposicdes quanto a
normalidade e homocedasticidade dos residuos foram checadas para as
variaveis pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, implementados nos
procedimentos UNIVARIATE (SAS INSTITUTE INC., 2016) e GLM (SAS
INSTITUTE INC., 2015a). O fator tempo foi considerado como classificatorio e
como continuo na dependéncia do modelo estatistico utilizado e em todos os
casos considerou-se o doador, e suas interagdes com os demais fatores, como
efeito aleatorio no procedimento MIXED (SAS INSTITUTE INC., 2015b).
Para os dados de proliferacao celular adotou-se um modelo de medidas
repetidas no tempo considerando os efeitos fixos de tratamento e tempo, a
interac&o tratamento x tempo e o efeito da criopreservacéo, bem como os efeitos

aleatdrios das interagOes tratamento x doador e criopreservacéo x doador:

Yigg =H+T 47+ 0+ +TY; + T + oo + Ciiia
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Assumiu-se ainda variancias heterogéneas para o efeito de tratamento e
a matriz de covariancias residuais foi determinada de acordo com o menor valor

do critério de informacdo de Akaike (AKAIKE, 1973). Para o caso de efeito
significativo do fator tempo:y; = Bo -|-[31yj +€,

Os dados de viabilidade do protocolo de transporte foram analisados
considerando-se os efeitos fixos de tratamento e tempo, isto é:
Yik =u+T +B1Yj + T0G, + €

A viabilidade no trypan foi analisada considerando-se os efeitos fixos de
tratamento e criopreservagao, por: Y, =W+T; +0, + o, +€,

Por fim, a viabilidade com anexina V, porcentagem de apoptose inicial,
porcentagem de apoptose tardia e taxa de necrose, aferidas na Anexina V, foram
analisadas considerando-se os efeitos fixos de tratamento e criopreservacao,
bem como os efeitos aleatérios das interagdes tratamento x doador e
criopreservacao x doador de acordo com o seguinte modelo:

Yire = MFT; +0 + 704, + 00, +8,

Em que: u € uma constante; T; representa o efeito fixo do tratamento; v,
representa o efeito fixo do tempo de mensuracéo; 0, representa o efeito fixo do
estagio de criopreservagao; Ty; representa o efeito fixo da interagao entre o
tratamento com o tempo; T, o efeito aleatdrio da interacdo entre o tratamento
com o doador; 00, é o efeito aleatdrio da interacdo entre o estagio de

criopreservacdo com o doador; P, representa o intercepto do modelo; P,
representa o coeficiente de regressado da contagem do numero de células sobre
o tempo (v;); & representa o efeito aleatorio do doador, e €, ,€

i G G

representa o residuo associado a cada observacéo.
3. RESULTADOS

3.1. Viabilidade celular
Os dados apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade. Foram

observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos das CTMs caninas,
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guanto ao numero de células, a viabilidade com o Trypan e a viabilidade com a
anexina V. Para a apoptose inicial, apoptose tardia e a necrose nao foram
observadas diferencas entre os parametros avaliados quando comparados 0s
grupos experimentais (P < 0.05). Em relagédo ao numero de células em necrose
s6 foram observadas diferencas estatisticas quanto a criopreservacao (P =
0,0107) ou seja, s6 quando a célula estava fresca ou congelada. Nenhuma das
outras variaveis tiveram significancia quanto a criopreservacao (Tabela 3; Tabela
4).

Tabela 3. Comparacdo de médias para o efeito de tratamento

Variavel Tratamentos

NCRIO SFB DMEM/F12  PVA/ITS/BSA BAM
Numero de
células(x10%) 32,8°+0,3 18,6°+0,3  18,7°+0,3 18,3°+0,3  20,7°+0,3
viabilidade Trypan g7 gay 1 7250418  747°+18  869°+18  81,3°+18
blue(%)
Viabilidade 94,12+59 747°+39  70,0°+3,9  8322+39  84,0%+309
Anexina(%)
Apoptose inicial(%) ~ 56°+9,8  18°+65  14,9°+65 8,5+ 6,5 1,12+ 6,5
Apoptose tardia(%) ~ 4,3*+55 125°+36  129°+36 6,42 + 3,6 7,12+3,6
Necrose(%) 14°+41 10,9°+28 1532+28 10,12 + 2,8 7,6°+2.8

Médias seguidas por uma mesma letra mintscula na mesma linha nao diferem pelo teste de

Tukey (P < 0,05).

Tabela 4. Comparacdo de médias para o efeito de criopreservacao

Criopreservagao

Variavel Ap6s descongelacao Recultivo
Namero de células (x10°%) 21,792+ 0,17 21,922+ 0,18
Viabilidade Trypan blue(%) 81,072 £ 2,62 81,872+ 1,44
Viabilidade anexina(%) 80,452 + 3,07 80,452 £ 2,51
Apoptose inicial(%) 1,092+ 4,12 11,682+ 5,04
Apoptose tardia(%) 4,962 + 2,31 12,422 + 2,83
Necrose(%) 13,502 + 1,75 4,63 +214

Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na mesma linha néao diferem entre si

pelo teste F (P < 0,05).

Para a variavel numero de células o NCRIO teve a maior média entre os

tratamentos, mas o BAM foi maior que os grupos SFB, DMEM/F12 e

PVA/ITS/BSA.

A viabilidade das células com Trypan blue e anexina V foram semelhantes
estatisticamente. Os tratamentos (NCRIO), (PVA/ITS/BSA) e (BAM) foram

similares e apresentaram as maiores médias.
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3.2. Protocolo de transporte

Os resultados para viabilidade celular apés a descongelacdo nas horas
observadas (4,12,24,48 e 96 horas), demonstraram que ndo houve diferenca
entre os tratamentos, e a viabilidade foi decaindo com o passar das horas (Figura
4; Tabela b5).

90.00 T y =76.59 - 0.74Tempo + e |esF8
80.00 + R2 = (0.9479

*DMEM/F12

- PVA/ITS/BSA

(%)
o =
e o
o o
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t
/
/

Q T BAM

50.00 + ' Sy

40.00 + Ye

30.00 + ~ Tee

20.00 + S

10.00 + e TR
0.00 t t t t t t t ¢

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (horas)
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Figura 4. Curva de viabilidade das CTMs caninas apds a descongelacdo nas
horas observadas (4,12,24,48 e 96 horas).

Tabela 5. Comparacdo de médias da viabilidade sobre os tratamentos

Variavel Tratamentos

NCRIO SFB DMEM/F12 PVA/ITS/BSA BAM
Viabilidade
PD(h)! -- 52,42+ 1,8 435+ 1,8 46,22+ 1,8 54,72+ 1,8

Médias seguidas por uma mesma letra mintscula na mesma linha nao diferem pelo teste
de Tukey (P<0,05). -- significa a ndo incluséo deste efeito no modelo. Viabilidade p6s-
descongelagéo nas horas observadas (4,12,24,48 e 96 horas).

3.3. Proliferacao celular

Em todos os tratamentos as células apresentaram aumento na
concentracéo celular de acordo com o tempo, mas houve diferengas entre os
tratamentos. Com 48 e 96 horas de cultivo, o crescimento foi semelhante, no
gual o NCRIO obteve a maior média entre os demais grupos, e o BAM foi superior
ao SFB, DMEM/F12 e PVA/ITS/BSA. Entretanto, com 144 horas o NCRIO e o
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BAM continuaram semelhantes, mas o PVA/ITS/BSA diferiu, apresentando uma

média inferior em relagdo aos outros tratamentos (Tabela 6; Figura 5).

Tabela 6. Proliferacdo das CTMSs caninas apés 144h

Tempo Tratamentos
NCRIO SFB DMEM/F12 PVA/ITS/BSA BAM
0 10,0°2+0,4 10,0°2+0,4 10,0°2+0,4 10,0°2+0,3 10,0°2+0,4
48 27,7°2+0,4 15,2°¢+0,4 15,7°°+0,4 15,3°¢+0,3 17,50+ 0,4
96 38,182+ 0,4 21,3B°+0,4 21,28¢+0,4 21,28°+0,3 24,282+ 0,4
144 55,72+ 0,4 28,0~°+0,4 278*°+04 26,8+0,3 31,3 +0,4

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 5. Curva de crescimento das CTMs caninas ap6s 144 horas.

3.4. Ultraestrutura

As CTMs caninas, derivadas de tecido adiposo apresentaram morfologia
tipica, semelhante as celulas descritas para outras espécies domésticas. De
maneira geral, observou-se células de formato ovalado ou alongado com
inUmeras microvilosidades em sua superficie (Figura 6A e B).

O nudcleo apareceu com formato irregular, sendo que em alguns cortes
observou-se diversas secc¢des (Figura 6A). O citoplasma foi pouco eletrondenso
e apresentou-se com muitas mitocondrias pequenas de aspecto ovalado ou

alongado e diversas vesiculas membranosas (Figura 6C). Foi observado reticulo
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endoplasmatico rugoso com cisternas dilatadas preenchidas por um material
com granulacéo fina e baixa eletrondensidade (detalhe Fig 6C). Na superficie
celular foram observadas algumas vesiculas cobertas e no citoplasma vacuolos

digestorios (Figura 6C).

Figura 6. CTMs caninas ndo submetidas a congelagdo NCRIO. A) e B) CTMs
apresentando superficie celular coberta por microvilosidades (mv), nucleo (n)
com formato irregular e presenca de um unico nucléolo (nu). O citoplasma
aparece com baixa eletrondensidade e contendo mitocéndrias pequenas com
formato alongado (*) e varias vesiculas membranosas (v). C) Detalhe do
citoplasma no qual podem ser visto o reticulo endoplasmatico rugoso (rer) com
cisternas dilatadas, lisossomos (I) e a presenca de poucos vacuolos digestoérios
(vd). Nos detalhes é possivel observar a superficie das células com pequenas

vesiculas cobertas (vc).

Logo apos a descongelacdo, em todos os tratamentos, foram observadas

células com um maior niumero de vacuolos autossémicos. Algumas células
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apresentaram morfologia semelhante a processos de autofagia. Além disso,
algumas células apresentaram aumento da quantidade de microvilosidades em
sua superficie (Figuras 7C, 8C, 9A e 10A e C) Nao foram observados danos as

demais estruturas celulares (Figuras 7 a 9).

Figura 7. CTMs apdés a descongelacéo, tratamento SFB. A) Eletromicrografia de
uma célula com morfologia normal, contendo nucleo (n) irregular, mitocondrias
pequenas (*) e reticulo endoplasmatico rugoso (rer) com cisternas bem
dilatadas. B) e C) CTMs em autofagia. Notar a presenca de varios vacuolos
autossémicos (va) em seu citoplasma. D) Detalhes dos vacuolos autossémicos
(va) e a presenca de material membranoso em seu interior. V= vesiculas

membranosas.
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Figura 8. CTMs apés a descongelacdo, tratamento DMEM/F12. A) e B)
Eletromicrografias mostrando o aspecto geral de CTMs. Notar a presenca do
nacleo (n) irregular, contendo um nucléolo (nu) evidente e um grande nimero de
vesiculas membranosas (v) associados ao complexo de Golgi (G). C)
Eletromicrografia de uma MSC com microvilosidades (mv) bem desenvolvidas
em sua superficie. Notar a presenca de vacuolos autossdmicos (va) no
citoplasma. D) Detalhe do citoplasma de uma MSC contendo varios vacuolos

autossdmicos (va). rer = reticulo endoplasmatico rugoso.
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Figura 9. CTMs ap6s a descongelacéo, tratamento PVA/ITS/BSA. A) Eletromicrografia
de CTMs em autofagia. Notar a presenca de varios vacuolos autossémicos (va) em seu
citoplasma, e microvilosidades (mv) bem desenvolvidas em sua superficie. C) CTMs de
aspecto normal, com nucleo (n) irregular contendo somente um nucléolo (nu),
mitocondrias pequenas em seu citoplasma (*) e alguns vacuolos digestorios (vd)
presentes na regido cortical da célula. B) e D) Detalhes do citoplasma das CTMs. Em
B) note o rer com cisternas estreitas (setas) e a presencas do complexo de Golgi (G)
associado a vérias vesiculas membranosas (v). Em D) o rer aparece com cisternas
dilatadas, muitas vezes associado a mitocondrias (&rea circulada) V= vesiculas
membranosas, rer = reticulo endoplasmatico rugoso.
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Figura 10. CTMs ap6s a descongelacéo, tratamento BAM. A) e C) Aspecto geral
das CTMs, mostrando elevado niamero de microvilosidades (mv) em um dos
polos celulares e elevada quantidade de vesiculas membranosas (v) associadas
a um complexo de Golgi (G) bem desenvolvido. Notar a presenca de figuras
mielinicas (fm). B) e D) Detalhe do citoplasma das CTMs. Notar a dilatacéo das
cisternas do rer, proximo ao qual estdo pequenas mitocéndrias (*) com formato

arredondado ou alongado. # = filamentos de actina.

Apos o recultivo as células de todos os grupos assumiram uma morfologia
semelhante a do grupo néo criopreservado (Figura 11A). No grupo recultivado
do tratamento SFB observou-se uma morfologia que indicava o aumento da
funcdo secretora, com a presenca de inimeras vesiculas membranosas (Figura
11B), as quais, em alguns cortes apareciam associadas ao complexo de Golgi

Figura 11D). Além disso, foi observado um acumulo de granulos de coloracdo
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escura, ndo envoltos por membrana, semelhantes a granulos de lipideo (Figura
11C).

Figura 11. CTMs recultivadas, tratamento SFB. A) Eletromicrografia de MSC
com aspecto normal apresentando citoplasma repleto de mitocondrias(*)
pequenas, alongadas ou em forma de alteres, reticulo endoplasmatico rugoso
(rer) e a presenca de granulos de lipideo (I), bem como de figuras mielinicas
(setas). B) Notar a presenca do complexo de Golgi bem desenvolvido associado
a grande quantidade vesiculas membranosas (v). Proximo a membrana
plasmatica coberta de microvilosidades (mv) notar a presenca de vacuolos
digestérios (vd). C) Eletromicrografia de MSC apresentando grande quantidade
de granulos de lipideo (I) em seu citoplasma. D) Detalhe do citoplasma de MSC
mostrando complexo de Golgi (G) bem desenvolvido, vesiculas em profuséo e

reticulo endoplasmatico rugoso (rer) dilatado. C= centriolo.
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Nos demais grupos, ap0s o recultivo a morfologia nuclear continuou
irregular e com a presenca de um nucléolo bem desenvolvido. As mitocondrias
apareceram distribuidas pelo citoplasma com aspecto alongado e em algumas
situacdes em forma de alteres. O reticulo endoplasmatico rugoso continuou
aparecendo com vesiculas dilatadas e preenchido por material com granulacao
fina. Na superficie celular, elevada quantidade de microvilosidades foi
observada. No grupo DMEM/F12 foram observados vacuolos digestérios em
abundancia, mas em menor quantidade quando comparado as células logo apés

a descongelacéo.

Figura 12. CTMs recultivadas, tratamento DMEM/F12. A) Eletromicrografia de
MSC com aspecto normal. Notar o nucleo (n) irregular e o citoplasma repleto de
mitocondrias (*) pequenas, complexo de Golgi (G) bem desenvolvido e a
presenca de granulos de lipideo (l). Setas = vesiculas cobertas. B) MSC
apresentando grande quantidade de microvilosidades (mv) em sua superficie e

a presenca de um reticulo endoplasmatico rugoso (rer) com cisternas dilatadas.
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C) Aspecto do citoplasma de uma MSC contendo varios vacuolos digestorios
(vd) em seu citoplasma. Notar o aspecto das cisternas do reticulo
endoplasmatico liso (rer). D) Detalhe de um polo da MSC apresentando inUmeras
microvilosidades (mv) vesiculas cobertas (setas) e vacuolos digestérios (vd).

Notar a presenca de filamentos de actina no citoplasma (#).

As células recultivadas dos grupos PVA/ITS/BSA e BAM apresentaram
vesiculas membranosas, com menor presenca de vacuolos digestorios. As
demais caracteristicas foram semelhantes as descritas para células frescas e

estdo apresentadas na Figuras 13 e 14.

Figura 13. CTMs recultivadas, tratamento PVA/ITS/BSA. A) aspecto geral do
citoplasma de MSC mostrando inimeros vacuolos (v) em seu interior, mitocondrias (*)

pequenas e microvilosidades (mv) na sua superficie. # = filamentos de actina. B)
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Aspecto alongado das mitocdndrias (*) de MSC. Observar um extenso prolongamento
celular (setas) emitido pela célula. Em seu interior € possivel observar as cisternas
dilatadas do reticulo endoplasmatico rugoso (rer). C) Detalhe de um nucleo (n) de MSC
apresentando eucromatina com aspecto granular e um nucléolo (nu) evidente. Notar a
invaginagdo do citoplasma iniciando a formacao de uma vesicula coberta (seta). D) MSC
com nucleo (n) irregular, em dois cortes. Notar a presenca de varios vacuolos digestorios

(vd). V= vesiculas membranosas.

Figura 14. CTMs recultivadas, tratamento BAM. A), B) e C) Eletromicrografia de
CTMs com aspecto normal mostrando a presenca do nucleo (n) irregular,
mitocondrias (*) pequenas de formato arredondado ou alongado e rer com
cisternas bem dilatadas. Notar ainda a presenca de vacuolos digestorios (vd) em
todas as células. D) Detalhe do citoplasma de MSC mostrando o aspecto das
mitocbndrias (*) alongadas, rer com cisternas dilatadas e reticulo

endoplasmatico liso (rel) com cisternas estreitas. mv= microvilosidades.
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3.5. PCR quantitativa em tempo real (RT- gPCR)

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para 0s transcritos

CD44 e TGFB1, em gue o0s transcritos se expressaram mais no SFB e menos no

tratamento BAM. O CXCL12 e IDO que se expressaram menos no grupo BAM e

foi superior nos grupos DMEM/F12 e SFB (Figura 15). Para os demais genes

foram observadas diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0.05).
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Figura 15. Expressao génica das CTMs caninas.

3.6. Andlise de custo das solucdes crioprotetoras
A analise de custo total das solugfes crioprotetoras (Tabela 7), mostrou
que as solucdes autoformuladas tem um custo mais acessivel em relacdo a

marca comercial utilizada nesse estudo.
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Tabela 7. Custo das solugbes crioprotetoras

Solucéao crioprotetora Valor/mL (R$)
SFB 155,9
DMEM/F12 156,2
PVA/ITS/BSA 205,3
Bambanker™ 500,0

4. DISCUSSAO

Este estudo buscou solucdo para a criopreservagdo de CTMs caninas
obtidas de tecido adiposo em meio livre de SFB, mas com um custo de producéo
aplicavel a realidade da Medicina Veterinaria. A marca comercial Bambanker™
foi superior quanto ao numero de células, mas ainda assim foi inferior ao grupo
ndo criopreservado. A hipétese mais plausivel € de que algumas das células
sofreram ruptura de suas membranas durante os processos de congelacédo e
descongelacao.

Na andlise ultraestrutural, ndo se constatou um aumento dos fragmentos
celulares nos grupos avaliados, o que indica uma preservagao similar da
estrutura celular em todos os grupos. Uma outra possibilidade é que a divisao
das células ndo criopreservadas continuou acontecendo enquanto as células
congeladas tiveram uma parada ou diminui¢cdo do ciclo celular em resposta ao
estresse da congelacao.

Apesar da vantagem observada no grupo BAM quanto ao numero de
células, vale salientar que todos os tratamentos apresentaram um aumento na
quantidade de células com o passar das horas de cultivo. Esta observacédo
demonstra que apos a criopreservacao o efeito dos componentes do meio néo
causou nenhum dano irreversivel, j& que em todos os grupos houve proliferacédo
celular, e um rapido padrao de crescimento foi observado, de maneira similar a
antes da congelacao.

Alem disso, ndo foram observadas alteracdes na morfologia celular,
durante o recultivo apos a descongelacdo. Em estudos com células de tecidos
refrigerados e vitrificados, QUEIROZ NETA et al. (2018) e BORGES et al. (2018)

relataram o mesmo padrdo de proliferacdo celular que o nosso estudo, onde
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obtiveram uma recuperacdo de numeros semelhantes de células-tronco apos a
criopreservagao.

Os dados de viabilidade obtidos com o Trypan blue e a anexina V foram
similares, e mostraram que todas as solucdes crioprotetoras utilizadas foram
eficientes, com indices de viabilidade pés-descongelacao aceitaveis, indicando
baixa crioinjuria, pois os tratamentos demonstraram viabilidade acima de 70%,
logo apo6s a descongelacéo para os grupos SFB e DMEM/F12, a qual, embora
satisfatoria, foi inferior aos valores obtidos nos tratamentos BAM e PVA/ITS/BSA,
que resultaram em uma meédia acima de 80% se igualando estatisticamente com
a viabilidade das células que nédo foram criopreservadas (90%).

Os autores estudaram o efeito dos crioprotetores em células endoteliais
da cérnea humana, e constaram que o crioprotetor Bambanker™, preservou
mais a viabilidade e proliferacdo celular nas analises pés-descongelagcédo, com
uma quantidade de células vivas ap0s a criopreservagao proximo aos resultados
das células frescas (90%). Entretanto, por ser um crioprotetor comercial nédo €
possivel saber especificamente qual a férmulacdo do Bambanker™. Em sua
composicdo ha 10% de DMSO, ndo contém SFB, e seu uso promove maior
protecdo (OKAMURA et al., 2019).

Neste sentido, a presente pesquisa propds a utilizacdo de solucdes
crioprotetoras autoformuladas, como o meio PVA/BSA/ITS, que contém alcool
polivinilico (PVA) associado ao tris (hidroximetil) aminometano, cloridrato de tris,
alcool polivinilico 22000, glicerol e 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano. O insulin-
transferrin-sodium selenite (ITS) € uma mistura de insulina humana
recombinante, transferrina humana e selenito de sédio. A albumina sérica bovina
(BSA), € uma proteina associada com a solucdo de descongelamento de
Beltsville (BTS) (SIGMA ALDRICH, 2022). O uso associado do ITS, BSA e
DMSO combinou crioprotetores intracelulares e extracelulares, em uma mistura
com alta penetracéo celular e com efeito de dimunuir a citotoxicidade do DMSO,
evitar o uso do SFB, e proteger a membrana plasmatica da célula na formagéo
de gelo intracelular e do estresse osmaotico (GHAVAMI et al., 2015).

A eficiéncia do uso combinado de solucdes crioprotetoras também foi
constatada pelos autores, que avaliaram a combinacdo de crioprotetores
intracelulares para vitrificacdo de células do tecido testicular de cateto adulto, e

concluiram que o DMSO associado com o etilenoglicol promoveu melhores
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resultados (SILVA et al., 2019). E as células do corddao umbilical humano
criopreservadas com o DMSO e a sacarose apresentaram resultados superiores
de viabilidade (ROY et al., 2014).

O teste de viabilidade apoés 4,12,24,48 e 96 horas do descongelamento
foi feito com o objetivo de quantificar a viabilidade das células com o passar das
horas, simulando o transporte para uma possivel aplicacdo terapéutica ou outra
acdo em que houvesse a necessidade do deslocamento da amostra,
estabelecendo assim um protocolo de transporte. Os grupos estudados néo
diferiram entre si quanto ao padrdao de viabilidade, por tanto as CTMs
criopreservadas por qualquer uma das metodologias testadas estédo aptas para
serem transportadas sem alterar sua qualidade, demonstrando que a
criopreservacao nao afetou as caracteristicas celulares e seu padrdo normal de
viabilidade.

As curvas de crescimento observadas foram ascendentes em todos o0s
tratamentos e estagios (frescas, criopreservadas e recultivadas). Em todos os
grupos as células nédo foram afetadas quanto a sua proliferacdo, tendo um
crescimento normal, durante o periodo de 144 horas, mostrando, hovamente,
que todos os tratamentos propostos foram efetivos, o que comprova que apoés o
procedimento de criopreservacdo as células mantiveram a sua morfologia,
viabilidade, perfil proliferativo e atividade metabdlica (DUAN e LOPEZ, 2016).
Estudos como os de SUBRAMANIAN et al. (2018) e BARNES et al. (2003),
comprovam que as células criopreservadas e ndo criopreservadas apresentam
um crescimento similar, pois a populacdo celular, apés estar estabelecida no
cultivo, pode se recuperar de maneira similar ao grupo que nao foi congelado.

Esses resultados corroboram com os dados encontrados em outros
estudos, que avaliaram células de tecido adiposo de camundongos (GINANI;
SOARES; BARBOZA, 2012) e (DAVIES et al., 2014). E células do tecido adiposo
canino (DUAN; LOPEZ, 2016) e também as células do tecido adiposo humano
(GONDA et al.,, 2008). Ambos estudos relataram que a criopreservagao nao
afetou a capacidade proliferativa das CTMs. Também foi comprovado que as
CTMs derivadas de tecido adiposo, material biolégico utilizado por este estudo,
sao uma fonte robusta, e possuem um resultado superior independente da
espécie.

Vale salientar que as células frescas mantiveram uma média de
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proliferagdo superior em relacdo aos demais tratamentos, e 0 uso do meio
comercial foi superior aos outros grupos avaliados. Este achado reforca a
hipétese da superioridade da marca comercial, ja mencionada anteriormente. A
menor média foi observada no tratamento (PVA/ITS/BSA), mostrando que essa
combinacgao de crioprotetores pode ter interferido no ciclo celular e, portanto,
precisa ser mais testada, com possiveis reajustes nas concentracbes de seus
componentes.

E importante considerar, que para a retirada do DMSO s&o feitas as
lavagens e centrifugacdes nas células apés o descongelamento o que pode
causar perdas celulares e uma diminui¢cdo na viabilidade, entéo esse fato pode
ter comprometido inicialmente a proliferacéo celular nos grupos tratados (FRY et
al., 2015).

A ultraestrutura, reforca os resultados encontrados quanto a proliferagéo,
viabilidade e metabolismo das CTMs caninas criopreservadas, pois nao foram
observados danos significativos a morfologia celular. Entretanto, foram
observadas algumas diferencas entre as células frescas e logo apos a
criopreservacao, assim como entre os grupos do recultivo. Observou-se também
que as CTMs caninas nao diferem da morfologia descrita para CTMs equinas
obtidas de medula 6ssea (MAIA et al., 2013), humanas obtidas de medula éssea
(PASQUINELLI et al., 2007), da placenta e do cordao umbilical (ZHU et al, 2013).

As caracteristicas mais evidentes observadas nesta andlise foram a
presenca de um reticulo endoplasmatico rugoso com cisternas extremamente
dilatadas, e a presenca de vesiculas membranosas de diversos tamanhos e
eletrondensidade. O aspecto dilatado do rer e a sua associagcdo com grande
quantidade de ribossomos, indica que estas células estdo envolvidas com a
secrecao de grandes quantidades de proteinas.

Essa caracteristica ja foi apontada por outros autores na ultraestrutura de
CTMs de diferentes origens (TAGAMI et al., 2003; PASQUINELLI et al, 2007;
ZHU et al., 2013) e esta de acordo com o descrito na literatura sobre a alta
capacidade das CTMs em produzir fatores tréficos que controlam o ambiente
onde estao inseridas (GOMZIKOVA et al., 2019; CAPLAN, 2017; GNECCHI,
ZHANG, NI, DZAU, 2008).

Em diversas células foi observada a presenca de vesiculas cobertas entre

as microvilosidades das CTMs, indicando a captacdo de material extracelular.
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Associado a isso foram observados corpos densos intracelulares semelhantes a
fagossomos. A presenca de fagossomos esta diretamente relacionada com a
inflamac&o por utilizar moléculas de sinalizacdo semelhantes (ADEREM, 2003).

Células dendriticas, macrofagos e neutrdfilos sdo as principais células
fagociticas do organismo (MILLS, 2015). Nao existem relatos que indiqguem que
as CTMs sejam células fagociticas, no entanto diversas imagens obtidas em
nosso estudo lembram a morfologia de macréfagos e as CTMs tém interacéo
com os macréfagos durante o processo de modulacdo da resposta imune
(EGGNHOFER, 2015).

Logo apds a criopreservacao observou-se células com um grande nimero
de vacuolos digestivos ou fagossomos. Embora essas estruturas sejam
associadas ao processo de fagocitose, quando aparecem em grande
quantidade, sdo associadas com a senescéncia e morte celular (ADEREM,
UNDERHILL; 1999). Neste caso, as estruturas que se formam sao chamadas de
autofagossomos e servem para seletivamente degradar organelas
citoplasmaticas lesionada, como por exemplo mitocondrias. Quando as células
sofrem falta de nutricdo e estresse extremo outras organelas podem ser
destruidas de forma néo seletiva (CASTRO-OBREGON, 2010).

Associado a presenca desses vacuolos digestorios foi observado nestes
grupos de células um aumento de densidade do citoplasma, o qual se encontrava
com um aspecto “encolhido”. Essas caracteristicas conferiram as CTMs apos a
descongelacao aspecto de células em inicio de processo de morte celular. Sendo
assim, acreditamos que 0s numeros superiores de vacuolos encontrados nas
células apés a descongelacédo estejam associados ao estresse osmotico e toxico
durante a congelacgéao.

Esta observacao, entretanto, nao foi acompanhada por uma modificacéo
significativa nos indices de apoptose observados. O grupo de células que essas
alteracdes foram menos evidentes foi o criopreservado com o meio comercial,
indicando uma menor morte celular e consequentemente uma melhor protecao
desse crioprotetor.

Apos o recultivo das células foi observado novamente uma mudancga de
fendtipo. As células que foram congeladas com SFB, durante o recultivo
apresentaram em seu citoplasma a presenca de gotas de lipideo, o que néo foi

observado nos outros grupos. A presenca de lipideo citoplasmatico esta
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associada a producdo de membranas para a formacdo de organelas e da
membrana plasmatica (MEYERS et al., 2017).

As CTMs possuem grande quantidade de microvilosidades e séao
produtoras de vesiculas que sdo secretadas para o meio extracelular. A
presenca de gotas lipidicas e glicogénio no citoplasma de CTMs humanas esta
associada a diferenciacdo adipogénica (TAGAMI et al., 2003). Em embrides é
conhecido que o uso de SFB no meio de cultivo leva a um acumulo lipidico e a
modificacdes do metabolismo lipidico (SUDANO et al., 2016), desta forma a
manuten¢do das CTMs em meio composto por 90% de SFB e 10% de DMSO
pode ter induzido o estoque de material lipidico nas células e/ou a diferenciacdo
espontanea em pré-adipdcitos.

Por outro lado, quando as células congeladas em DMEM/F12 foram
recultivadas, observamos a presenca de fagossomos. Entretanto, diferente do
observado ap6s a descongelacdo, estas células ndo apresentaram retracéo e
aumento de densidade do citoplasma. Como ja foi mencionado anteriormente,
nao existem relatos sobre a capacidade de fagocitose de CTMs, entdo n&o
sabemos se as caracteristicas observadas estdo associadas a um processo de
morte celular ou a fagocitose de substancias contidas no meio.

As células que apresentaram morfologia mais similar com a observada
nas CTMs frescas foram as células recultivadas ap6s congelacdo com
PVA/ITS/BSA e BAM. Neste caso foi observado rer com cisternas dilatadas,
grande numero de vesiculas membranosas de diversos tamanhos e
mitocondrias com formato bastante alongado. Essa similaridade entre grupos
condiz com o encontrado na analise de viabilidade celular e pode estar associada
a auséncia de SFB nos dois meios.

Os meios de criopreservacdo que contém o SFB, tém a composicao
indefinida, por que a concentracdo de proteinas e de moléculas biologicas
sofrem variagcdo de um lote para outro, o que pode acarretar em problemas na
descongelacdo das células e com consequente flutuagbes nas taxas de
recuperacéo (NIPPON GENETICS, 2022). E importante lembrar também que o
seu uso no cultivo celular para aplicacdo em terapias com human mesenchymal
stem cells (HMSCs) é questionavel, devido a fatores microbiologicos e
imunogénicos (PARK et al., 2018). Sendo assim, a utilizacdo de meios definidos

e sem a presenca de SFB é altamente desejado (PARK et al., 2018).
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A vantagem do uso de solugbes crioprotetoras autoformuladas, esta
associada com a precisao da composicao (HUNT, 2019). Neste sentido, 0s
resultados superiores obtidos com o tratamento PVA/BSA/ITS e BAM também
podem estar associados a uma composi¢cao mais definida em relacdo aos meios
que possuem o SFB. Portanto, a manuteng¢do das caracteristicas biolégicas e
morfoldégicas observadas nesse estudo, especificamente no tratamento
PVA/ITS/BSA, pode estar associada também a uma diminuicdo dos cristais de
gelo, promovida pela combinacdo de crioprotetores intra e extracelulares que
causaram efeitos deletérios minimos as caracteristicas celulares (LEON-
QUINTO et al., 2014).

A RT-gPCR demonstrou que os transcritos que codificam proteinas
envolvidas com a apoptose (BAX, BCL2L1, FAS e TP53), ndo foram expressos
diferencialmente entre os tratamentos, o que concorda com os indices de células
apoptoéticas encontradas com a coloracdo por anexina V. Os crioprotetores
utilizados nesse estudo ndo influenciaram a apoptose celular, o que valida
positivamente a utilizacdo das solu¢Bes crioprotetoras analisadas.

O BAX e 0 BCL2L1, atuam como reguladores anti ou pro-apoptoticos, os
quais estdo envolvidos nas atividades celulares, e a proteina Bax forma um
heterodimero com BCL2 e funciona como um ativador apoptotico (REFSEQ,
2022). A associacdo do BAX com a BCL2 também determina a sobrevivéncia ou
morte de células apods um estimulo apoptético, e a expressdo deste gene é
regulada pelo supressor tumoral P53 que esta envolvido na apoptose (REFSEQ),
2022). A expressao desses genes de forma semelhante indica que todos os
tratamentos conseguiram proteger as células sem causar apoptose/morte
celular, em proporcdes prejudiciais.

O estresse oxidativo é analisado para determinar a eficiéncia ou nédo de
um dado protocolo de criopreservacdo, jA que o0s crioprotetores podem
apresentar citotoxicidade, o0 que compromete a revitalizacdo das células apos o
descongelamento (BOMHARD et al., 2016). Portanto, foi feita a expresséo
génica do ELOVL6, SOD1 e do PRDX6, com o intuito de verificar se 0os agentes
crioprotetores utilizados protegeram as células do estresse oxidativo. Ambos os
genes se expressaram de maneira semelhante nos grupos avaliados, indicando

que apés a criopreservacdo das CTMs ndo houve estresse oxidativo
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significativo, bem como danos ao metabolismo lipidico. Esse achado é
importante e valida os protocolos utilizados.

O CD44 é uma proteina marcadora de CTMs, e esta envolvida em
interacdes célula-célula, adesédo e migracdo celular, recirculagdo e homing de
leucécitos, adesdo a matriz extracelular, proliferacdo e diferenciacdo celular
(DELISSER, 2009). A expressao do CD44 foi maior no grupo SFB, esse fato
pode ter ocorrido devido a alta concentracdo de SFB utilizado no tratamento
(SFB). A presenca do SFB em maior quantidade pode ter favorecido o
crescimento das células, pois os constituintes proteicos presentes no SFB
podem ter estimulado o crescimento e a producao de moléculas de adesao
(BRUNNER et al., 2010). O mesmo fato ocorreu com o transcrito TGFB1, que
também esta envolvido com a proliferacdo celular, reforcando a hipotese
mencionada.

A atividade de imunomodulacédo das CTMs foi avaliada pela expresséao
dos transcritos IDO e CXCL12, que mostrou uma variagao entre os tratamentos,
sendo que o grupo SFB e o DMEM/F12 apresentaram maior disponibilidade de
transcritos em relacdo ao BAM. Estes genes desempenham um papel em varios
processos fisiopatoldégicos, como defesa antimicrobiana e antitumoral,
neuropatologia, imunorregulacdo e atividade antioxidante, embriogénese,
vigilancia imunoldgica e resposta inflamatoria (LIEKENS, SCHOLS, HATSE,
2010). O fato destes genes estarem mais expressos nos grupos citados, pode
indicar que nessas condicbes ocorreu uma estimulacdo da atividade
imunossupressora das CTMs em resposta a combinacéo de crioprotetores.

O VEGF, HGF e VCAN estdo envolvidos na angiogénese, e néo
apresentaram variacdo quanto aos grupos estudados. O HGF codifica uma
proteina que se liga ao receptor do fator de crescimento de hepatdcitos
regulando o crescimento, motilidade celular e morfogénese em varios tipos de
células e tecidos. Essa proteina é secretada por células mesenquimais e atua
como uma citocina multifuncional em células de origem principalmente epitelial
(REFSEQ, 2022). O fato do HGF e do VEGF terem se expressado de forma
semelhante mostra que em todos os grupos houve uma proliferacdo celular
adequada durante o cultivo, o que também foi constatado pela analise de

proliferagao.
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Nenhum tratamento teve significancia para os transcritos HIF1A, PTGS2
e VIM, o que significa que nao sofreram influéncia da hipoxia,
inflamacé&o/mitogénese e migracao/sinalizacdo celular, que sao as funcdes as
quais estes genes estao ligados respectivamente (REFSEQ, 2022).

A andlise de custo das solugfes crioprotetoras mostrou que as solucdes
autoformuladas sdo mais acessiveis economicamente do que a marca
comercial. Esse fato é positivo e deve ser levado em consideracdo para a
escolha do crioprotetor a ser utilizado na rotina dos laboratorios, uma vez que as
solugdes autoformuladas tiveram um bom desempenho na criopreservacéo das
CTMs caninas.

As limitacBes deste estudo foram a falta de recursos e tempo para realizar
a andlise de lipidémica, e para fazer a aplicacdo das células criopreservadas com
as duas solucdes autoformuladas DMEM/F12 e PVA/ITS/BSA nos pacientes

caninos.

5. CONCLUSAO

Neste estudo foi observado que embora o tratamento com a marca
comercial tenha sido superior aos demais crioprotetores, as outras combinacdes
de substancias crioprotetoras testadas foram eficientes na criopreservacao das
CTMs caninas, sendo alternativas que podem ser utilizadas. Todos os
tratamentos possibilitaram a retomada das fun¢des celulares normais apos a
descongelacdo e recultivo. As solugcbes autoformuladas sdo economicamente
mais viaveis que a marca comercial.

Esses resultados sao importantes para criagdo de criobancos de células
caninas e para o0 estabelecimento de protocolos de criopreservacdo dessa
espécie, pois aumentam as possibilidades de escolha da solugéo crioprotetora e
também permite o uso de solu¢cdes economicamente viaveis e sem componentes

contaminantes como o SFB.
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