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OBTENCAO E CARACTERIZAGCAO DE POPULACOES DE CELULAS-TRONCO
CD200 E CD34 POSITIVAS DA PELE NA ESPECIE CANINA

RESUMO - A pele é um 6rgao extenso e de facil acesso, e possui varios tipos
celulares diferentes que estdo em constante renovacao. Dentre estas células, alguns
tipos de células-tronco com potencial proliferativo, de autorrenovacao e de
diferenciacao, sdao responsaveis pela manutencdo da homeostase deste 6rgao e
pela cura de feridas. Estudos anteriores sugerem a existéncia de um nicho de
células-tronco presente no ‘bulge” dos foliculos pilosos, que contém populacdes
positivas para CD200 e CD34. Este trabalho foi realizado com o intuito de: 1- Obter
tecidos derivados da pele de cdes adultos e fetos, isolar e cultivar as células in vitro
derivadas destes, empregando um método de isolamento celular através de digestao
enzimatica simples 2- Comprovar a presenca de células do “bulge”, positivas para
CD200 e CD34 apbs cultivo celular in vitro, comparando com a andlise do tecido;
Uma coloragédo por hematoxilina e eosina foi realizada da pele de céaes adultos e
fetos, e biopsias e células cultivadas in vitro foram caracterizadas pela presenca das
proteinas CD200 e CD34 através de imunofluorescéncia, imunocitoquimica e
citometria de fluxo. Os resultados da imunofluorescéncia foram negativos para
ambos CD200 e CD34 nas peles de feto e adulto. Na imunocitoquimica, as células
foram positivas para CD34 e CD200, tanto em fetos quanto adultos. Adicionalmente,
o marcador de pluripoténcia OCT4 foi testado, sendo expresso em células de feto.
Por citometria de fluxo, a porcentagem média de células marcadas duplamente por
CD200 e CD34 nos adultos foi de 3,1% e nos fetos de 0,33% (n=3). A marcacao
somente por CD200 foi encontrada somente nos adultos, sendo de 2,8% (n=3). Os
resultados sugerem ser possivel a obtencao de células-tronco do “bulge” do foliculo
piloso através do método de digestdo enzimatica simples, utilizado neste trabalho.
Este estudo é o primeiro passo para novas pesquisas que envolvam esse nicho, na
pele de céaes.

PALAVRAS-CHAVE - bulge, citometria de fluxo, cultivo celular, foliculo piloso,
imunofluorescéncia



OBTAINMENT AND CHARACTERIZATION OF STEM CELL POPULATIONS
POSITIVE FOR CD200 AND CD34 FROM CANINE SKIN

ABSTRACT - Skin is an extensive and easily accessible organ, possessing various
cell types which are in constant renovation. Some stem cell types found in the skin
have the potential of self-renewal, proliferation and differentiation, processes which
are responsible for the organ’s maintenance of homeostasis and the healing of
wounds. Previous studies suggested the presence of a stem cell niche at the bulge
region of the hair follicle, which contains cell populations positive for CD200 and
CD34. Thus, this work sought to identify these cell populations in canine cultures
using the following methods: 1. 1- Collecting samples of adult and fetus canine skin,
isolating and culturing these cells in vitro using a method of simple enzymatic
digestion; 2- Testing the cell cultures for CD200 and CD34 in vitro, comparing them
with analyzed tissue material. Hematoxylin and eosin staining were conducted for the
biopsies and analysis of fetal and adult canine skin, with the extracted cell cultures
being characterized for the presence of the proteins CD200 and CD34 through
immunofluorescence, immunocytochemistry and flow cytometry. In both adult and
fetal tissue samples, CD200 and CD34 immunofluorescence results were negative.
In immunocytochemistry, both fetal and adult cultures cells tested positive for CD34
and CD200. The pluripotency marker OCT4 was also tested, and was positive for
fetal culture cells. Flow cytometer results showed that, for samples with a double
staining of CD200 and CD34 the average percentage of marked cells was 3.1% in
adults and 0.33% in fetal cells (n=3). For the CD200 marker alone, positive cells were
found only in adult cultures, representing 2.8% of the total population (n=3). In
conclusion, the results suggest that obtaining bulge stem cells from both fetuses and
adults, with use of CD200 and CD34 markers, is validated through the simple
enzymatic digestion and cell culture methods utilized in this study. The present work
is the first step towards developing new research involving this niche in dogs.

Keywords — bulge, flow cytometry, cell culture, hair follicle, immunofluorescence
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Capitulo 1 — Consideracoes Gerais

1. INTRODUCAO

A pele é um 6rgao de grande importancia para a manutencao de funcoes
essenciais aos individuos. Ela evita a perda de agua e eletrolitos, participa na
termorregulacao, € um 6rgao sensorial e serve de barreira a patégenos. Além de sua
renovagao continua natural, ela esta frequentemente envolvida em injurias, como
traumas e queimaduras, e por isso as células de sua camada proliferativa (a camada
basal) estdo em continua divisdo. Por ser um érgao extenso e de facil acesso, a pele
€ alvo constante de pesquisas com células-tronco.

Em média 20 tipos celulares diferentes estdo presentes na pele, que é
composta pela epiderme, derme e hipoderme. Varias estruturas auxiliares, como
foliculos pilosos, glandula sebacea e musculo eretor do pelo, por exemplo, estao
inseridos nessas camadas, e cada estrutura dessas possui uma variedade de
células. Assim, com tantos tipos celulares diferentes, a caracterizagdo da fracao
obtida de um isolado de pele é importante para o conhecimento de quais as
populacbes presentes nesse Orgdo e, consequentemente, suas possiveis
utilizacoes.

Estudos comprovam a existéncia de um nicho de células-tronco na pele, na
regido da protuberdncia do pelo, ou ‘“bulge”, que ja foi demonstrada em
camundongos, humanos e caes, (COTSARELIS et al., 1990; LYLE et al., 1998;
PASCUCCI et al., 2006). As células contidas no “bulge” sdo capazes de dar origem
a epiderme e as células do foliculo piloso sendo, portanto, essa regiao responsavel
por prover células ndo s6 para o crescimento de novos pelos, mas também para a
regeneracao da pele (TAYLOR et al., 2000).

No presente trabalho, a presenca de células-tronco derivadas do “bulge” do
foliculo piloso da pele de caes foi analisada nos tecidos e em cultivos celulares,
fetais e adultos, através da deteccado das proteinas de membrana CD34 e CD200

em ensaios de imunofluorescéncia, imunocitoquimica e citometria de fluxo.



A proteina CD200 foi escolhida, pois sua expressao na pele é restrita as
células do “bulge” do foliculo piloso (OHYAMA et al., 2006), regido conhecida por ser
o nicho de células-tronco responsavel pela regeneracao do pelo, da epiderme e das
glandulas sebaceas (TAYLOR et al., 2000; OSHIMA, 2001). O CD34, apesar de
expresso em outros tipos celulares, também € expresso nesse nicho, na espécie
canina (PASCUCCI et al., 2006).

Amostras de pele de individuos adultos e em fase fetal foram coletadas, para
comparacao entre elas. Essa comparacdo € importante, pois existem diferencas
quanto a capacidade de proliferacao das células mais jovens em relacao as células
que ja sofreram maior numero de mitoses ao longo da vida do individuo. As células
fetais, por exemplo, possuem poucas das mutacées acumuladas durante a vida,
quando comparadas as células de um individuo adulto, e por isso podem oferecer
maior potencial proliferativo e plasticidade do que as células-tronco dos adultos
(TAN et al., 2014).

O foco deste estudo é a espécie canina. Porém, além do interesse no
desenvolvimento de estudos com células-tronco para uso nesta espécie, existem
varias razoes para usar o cdo como modelo experimental para doencas humanas.
Alguns exemplos disso incluem maiores similaridades na fisiologia, apresentacao de
doencas e respostas clinicas entre os seres humanos e os caes, comparadas a
varios outros modelos tradicionais usados em pesquisa (SCHNEIDER et al., 2010).

Além disso, casos de traumas levando a grande perda de continuidade do
tegumento, como atropelamentos, mordeduras e queimaduras, por exemplo, sdo um
grande desafio enfrentado por cirurgides veterinarios e muitas vezes exigem o
emprego de um substituto que mimetize as caracteristicas da pele. O ideal é que
este substituto proporcione a cura efetiva da injuria, tenha similaridade fisiolégica e
qualidades mecéanicas semelhantes as da pele, e baixas toxicidade e rejeicao imune
(BOYCE et al., 2001). Além do reestabelecimento da arquitetura normal do tecido, o
substituto deve reinstituir a pigmentagdo normal da pele, 0os nervos e vasos
sanguineos anexos, além de funcionar efetivamente como uma barreira na protecao
contra patégenos (KAMEL et al., 2013).

Um substituto interessante seria um enxerto da pele do préprio paciente.
Assim, técnicas empregando a retirada de um fragmento de pele, isolamento de



suas células seguido de cultivo em laboratério para aumento do nimero de células
disponiveis e posterior aplicacdo sdo desejaveis e, portanto, o tema deve ser alvo de
muitas pesquisas. Uma malha de queratindcitos, retirados do proprio paciente, e
cultivados em laboratério até que um volume consideravel de células fosse atingido
ja foi utilizada com sucesso para restaurar lesées de pele (GREEN et al., 2008), e é
um bom exemplo da importancia do cultivo celular in vitro para a obtengéo de células
em situacdes onde 0 organismo ndo consegue sozinho a regeneragao adequada de
um Orgao. Neste aspecto, as células-tronco sdo muito promissoras por serem
capazes de se diferenciarem em varios tipos celulares e, portanto, possuirem um
grande potencial regenerativo.

Assim, o estudo sobre o isolamento de células de uma fonte acessivel como a
pele e a caracterizacdo dessas células & de grande importancia para futuras
aplicacoes clinicas nao sé de injarias no proprio tegumento, mas também em lesdes
que envolvam outros tecidos de origem mesenquimal e, possivelmente, até mesmo
ectodermal.

O objetivo do presente trabalho é a caracterizacao das células derivadas da
pele canina quanto a presenca e localizacdo de células-tronco do “bulge” do foliculo
piloso. Como objetivos especificos buscam-se: 1) Isolar e cultivar células derivadas
da pele de caes adultos e fetos empregando um método de digestdo enzimatica
simples; 2) Caracterizar a presenca de células-tronco positivas para os marcadores
CD200 e CD34 em cultivos in vitro; 3) Comparar as marcagdes encontradas nos
cultivos de células as dos tecidos criopreservados. Com isso busca-se obter
populacbes com caracteristicas mais acentuadas de células-tronco, como
autorrenovacao, proliferacdo e capacidade de diferenciagcao e, portanto com melhor
desempenho nas terapias regenerativas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Introducao

A pele é a interface do individuo com o ambiente que o circunda. Ela exerce
varias funcbes como retencao dos fluidos corpéreos, prevenindo a desidratacao, e



mantém potenciais patégenos fora do organismo. Essa funcdo de barreira
imunoldgica é de suma importancia e deve ser rigorosamente mantida, sendo
traumas, como feridas e queimaduras, problemas de grande importancia para a
saude de um individuo. Casos onde os traumas sao muito extensos sdo desafios
encontrados na rotina médica e veterinaria, levando a busca constante por
tratamentos alternativos. Atualmente, tratamentos que tem como base a utilizagao
de células-tronco tém sido muito estudados.

As terapias baseadas em células-tronco terdo um grande impacto na
medicina do futuro. Essas células sdo indiferenciadas e podem produzir uma
progénie de mais células-tronco (propriedade de autorrenovacao), ou se dividirem
assimetricamente em dois tipos celulares, sendo em uma nova célula-tronco
(mantendo assim sua indiferenciagao) ou em uma célula chamada “transit amplifying
cell’, que perdeu sua capacidade de autorrenovacao ilimitada e ja iniciou seu
caminho de diferenciagdo em outro tipo celular (SELLHEYER e KRAHL, 2010).

A plasticidade das células mesenquimais € uma das caracteristicas que torna
possivel o desenvolvimento de terapias celulares. A aplicagdo das células-tronco
pode ser realizada com o intuito de instigar a reconstrucéo tecidual, ou proteger as
células parcialmente afetadas e prevenir sua completa destruicdo. Tais abordagens,
usando varios tipos de células-tronco sdo o impulso da pesquisa na medicina
regenerativa, sendo a terapia de substituicido celular um adjuvante contra a
progressao das doencas, por exemplo, na degeneracédo do sistema nervoso central
(KARUSSIS et al.,, 2013). Além do potencial terapéutico as células-tronco sao
ferramentas valiosas para manipulagéo génica, clonagem, a producao de quimeras e
de animais transgénicos.

A epiderme € um modelo interessante para o estudo de células-tronco, dada a
importadncia de sua manutengdo ao longo da vida e a natureza dinamica de sua
homeostase (FORDHAM e JENSEN, 2012). Os foliculos pilosos possuem um ciclo
de crescimento e regeneracao ao longo da vida do animal, o que sugere a presenca
de células-tronco especificas nesse tecido (COTSARELIS, 1990; FUCHS et al.,
2001).

Segundo Pastuchenko et al. (2015) existem compartimentos na pele onde

essas células estédo presentes, como o istmo, o infundibulo, a epiderme interfolicular



e 0 “bulge”. Na homeostase, processo no qual o numero de células com capacidade
de regeneracdo de determinado érgao se mantém constante, as células-tronco de
cada compartimento sdo responsaveis por repor as células diferenciadas que
morrem. Na pratica, além do importante papel na homeostase, as células-tronco
podem também ser utilizadas em tratamentos de queimaduras e feridas extensas na
pele.

Além da importancia do estudo dessas células no cdo, para uso veterinario,
outra possibilidade interessante relacionada a esta espécie é o fato de ela servir
como modelo de estudos para a espécie humana. Segundo Ostrander e Kruglyak
(2000) a fisiologia, a apresentagdo das doencas e as respostas clinicas dos caes
frequentemente mimetizam as doengas humanas. Eles revisaram o tema e
ressaltam casos em que estudos em genética canina sdo mais apropriados para
solucionar os problemas encontrados na genética humana do que os estudos
realizados em camundongos, por exemplo.

Segundo Cibelli et al. (2013) o modelo camundongo nao reproduz fielmente
algumas condi¢des de doengas humanas e, além disso, esses animais sdo muito
pequenos, tem vidas curtas e fisiologia substancialmente diferente da dos humanos.
Por sua vez, os animais maiores como coelho, cdo, porco, cabra, ovelha e primatas
ndo humanos sao frequentemente modelos melhores. Eles possuem uma vida mais
longa, o que possibilita 0 acompanhamento em longo prazo quando ha aplicacéo de
células-tronco, seu sistema imune e outros parametros fisiologicos sdo mais
semelhantes aos dos humanos e, além disso, existem vantagens com relacdo a
quantidade e tipo de células para a terapia, cujo método de extracdo de um Unico
animal tem reprodutibilidade e rende quantidade suficiente para manipulacdo das
analises e para varias aplicagcbes (HARDING et al.,, 2013) Sendo assim, os
resultados dos modelos utilizando grandes animais, como cdo ou suino, sdo mais
preditivos para estudos de terapia génica de células-tronco de humanos do que os
resultados em camundongos, por exemplo (HORN et al., 2004).

Deda a importadncia do tema, nesta revisdo serdo discutidos aspectos
anatdmicos, histologicos e da embriologia da pele de caes, bem como a existéncia e
importancia de células-tronco neste érgao e os marcadores utilizados para algumas

das diferentes populacdes de células-tronco adultas encontradas nele.



2.2 Pele e anexos

A pele e seus anexos garantem varias fungdes necessdrias para a
sobrevivéncia animal. Ela protege da perda de agua, mudancas na temperatura,
radiacao, traumas e infeccoes além de permitir que o animal perceba o ambiente
que o envolve através de sensores taticos (KOBIELAK et al., 2014). Nos animais
adultos ela € um érgdo extenso e complexo com diversos arranjos de células
organizadas, originarias de diferentes camadas embrionarias, sendo duas suas
camadas principais: epiderme (originada da ectoderme) e derme subjacente
(originada da mesoderme) (BLANPAIN; FUCHS, 2006).

A epiderme, e seus apéndices, sdao compostos amplamente por células
epiteliais especializadas, os queratindcitos. Esta camada origina também os anexos
da pele: foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (BLANPAIN; FUCHS,
2006; HARGIS, 1998). Outros trés tipos de células compde a epiderme, sendo eles
melandcitos, derivados da crista neural, células de Langerhans, derivadas da
medula 6ssea e as células de Merkel, com origem na prépria epiderme (KOBIELAK
et al., 2014; SOUZA et al., 2009). No cao a epiderme consiste em uma a trés
camadas de células vivas, somente, sendo o tempo de “turnover’” médio desse
tecido de aproximadamente 22 dias (AFFOLTER; MOORE, 1994; KOBIELAK et al.,
2014).

As células derivadas da mesoderme originam na derme os fibroblastos
secretores de colageno, a vascularizacdo que supre os nutrientes para a pele, o
musculo eretor do pelo, que se liga aos foliculos pilosos, as células de gordura
subcutaneas e as células imunes que se infitram e permanecem na pele
(BLANPAIN; FUCHS, 2006). Além destas, uma terceira camada, denominada
hipoderme, localiza-se abaixo da derme unindo-a a musculos ou 0ssos subjacentes.
Essa camada é formada por tecido adiposo e fibras colagenas e elasticas (HARGIS,
1998).

Nos animais domésticos a pele é composta por regides hirsutas ou glabras
(HARGIS, 1998), sendo a maior parte da superficie do corpo desses animais coberta
por pelagem de densidade variavel, que exibe caracteristicas relacionadas a espécie

e raga. Essa pelagem encontra-se frequentemente envolvida nas desordens



cutédneas e age como um espelho importante para sinalizar doencas (AFFOLTER ;
MOORE, 1994). Cada unidade de epitélio contém um foliculo piloso e a epiderme
que o envolve. Caes e gatos possuem foliculos pilosos compostos, formados por
varios foliculos primarios e secundarios. Os primarios sao caracterizados pela
presenca de um unico pelo, emergindo em poros separados, e possuem glandula
sebacea, glandula sudoripara e musculo eretor do pelo em anexo. Ja os foliculos
capilares secundarios emergem em poros comuns e neles as glandulas sudoriparas
e 0 musculo eretor do pelo sdo ausentes (AFFOLTER; MOORE, 1994; SOUZA et al.,
2009).

A origem da pele nos mamiferos se da logo apds a gastrulacdo, quando as
células da neuroectoderme que permanecem na superficie do embrido tornam-se
epiderme, o0 que se inicia com uma Unica camada de células progenitoras
inespecificas (BLANPAIN; FUCHS, 2006). A epiderme é formada a partir da
proliferacao dessa camada de células epiteliais cubicas, dando origem aos germes
epiteliais primarios ou germes do pelo. A invaginacao desses germes para a derme
subjacente, na forma de cordao celular resulta nos foliculos pilosos e glandulas
anexas da pele (BANKS, 1992). Logo abaixo do aglomerado inicial de células
basais, os fibroblastos dérmicos formam um pequeno nédulo, a papila dérmica que,
com o desenvolvimento do foliculo piloso, se projeta para o centro da area de
brotamento e logo é circundada por células epiteliais, que vao formar a base do
foliculo piloso (SOUZA et al., 2009).

O desenvolvimento da derme ocorre a partir da proliferacdo de células
mesenquimais primitivas, que sofrem um processo de maturacdao, no qual ocorre,
principalmente, o aumento da espessura e do numero de fibras colagenas, a
substituicdo gradual do colageno tipo Il pelo colageno tipo I, a reducdo da
substancia fundamental e a diferenciagdo de células mesenquimais precursoras em
fibroblastos (SOUZA et al., 2009). Depois de formada, a derme é composta por
fibras colagenas e elasticas imersas numa matriz de sustentacdo constituida por
glicosaminoglicanos e fornece sustentacdo aos foliculos pilosos, glandulas, vasos e
nervos. A camada superficial da derme é composta por fibras colagenas delgadas e
a camada profunda por feixes mais grosseiros (HARGIS, 1998).



A epiderme hirsuta consiste em quatro camadas enquanto a pele glabra
apresenta cinco camadas. A camada mais externa consiste o estrato cérneo,
formado por varias células queratinizadas achatadas, sendo sua espessura
inversamente proporcional a densidade da pelagem. Areas com pelos esparsos
como o escroto e areas da axila e inguinal em caes e gatos, exibem epiderme um
pouco mais grossa e estrato cdrneo mais proeminente, além de algumas formacdes
de rete ridges (AFFOLTER; MOORE, 1994). A segunda camada, o estrato lucido, é
ausente na pele hirsuta, consistindo em camada delgada de células compactas
completamente queratinizadas que recobre o estrato granuloso. Por sua vez o
estrato granuloso € composto por células velhas preenchidas por granulos de
querato-hialina. Sob todas essas camadas encontra-se o estrato espinhoso, zona de
células poliédricas unidas por desmossomos. A camada mais interna da epiderme é
a camada germinativa, ou estrato basal, e € formada por uma Unica camada de
células cubicas ou cilindricas (HARGIS, 1998).

Nos seres humanos a derme é dividida em duas camadas sem delimitacao,
sendo a superior conhecida como derme papilar, que se encontra superficialmente
sob a epiderme, e uma camada mais profunda, chamada derme reticular. A derme
papilar é primariamente composta de fibroblastos dispostos em conexdes largas que
depositam colageno tipo 3 e 7 e fibras elasticas da matriz extracelular. Ja a derme
reticular € composta de tecido conectivo colageno muito mais denso e irregular, com
a maior parte composta por colageno tipo 1 e fibras elasticas, que ajudam a conectar
a pele a hipoderme. Essa camada contém fibroblastos, adipécitos, linfécitos,
mastocitos, macréfagos assim como glandulas sudoriparas, foliculos pilosos e
glandulas sebaceas (KOBIELAK et al., 2014).

Porém, nos caes a maior parte da pele é pobre em cristas de rede, ja que é
rica em foliculos pilosos, 0 que fornece um mecanismo adicional para ancoragem da
epiderme na derme subjacente. Sendo assim, a pele desses animais é pobre em
papilas dérmicas tornando as denominacgdes superficial e profunda, ao invés de
papilar e reticular, mais adequadas. Mesmo assim, alguns autores preferem dividir a
derme dos animais de forma semelhante a divisao humana (SOUZA et al., 2009;
AFFOLTER e MOORE, 1994).



2.3 Células-tronco da pele

Em média 20 tipos celulares diferentes estdo presentes na pele. Nos
individuos adultos, as células-tronco tem a funcdo de reposicao dessas células a
medida que isso é necessario para a homeostase ou reparo de feridas. As células-
tronco tém como caracteristicas as capacidades Unicas de autorrenovacao e
diferenciacdo, e sdo encontradas em muitos tecidos adultos como, por exemplo,
medula 6ssea (FRIEDENSTEIN et al., 1966; JUN et al., 2012; SPENCER et al.,
2012; CHUNG et al., 2012; PARK et al., 2012), tecido adiposo (ZUK et al., 2001;
MARTINELLO et al., 2011; SPENCER et al., 2012; CHUNG et al., 2012; BRONZINI
et al., 2012), tecido cardiaco (HODGKISS-GEERE et al., 2012; BELTRAMI et al.,
2003; LAJINESS; CONWAY, 2013), polpa dentaria (WANG et al, 2013;
DISSANAYAKA et al., 2011, PARK et al., 2012), cordao umbilical (JANG et al.,
2008), e pele (TOMA et al., 2001; TOMA et al., 2005; KRAUSE et al., 2014; PARK et
al., 2012).

A pele é alvo natural de pesquisas com células-tronco pelo fato de ser um
orgao grande e facilmente acessivel (SELLHEYER; KRAHL, 2009). Segundo Toma
et al. (2005) a populagéo ideal de células precursoras seria uma com possibilidade
de ser derivada de forma autbloga de bidpsias de pequena quantidade de tecidos
acessiveis, 0 que torna a pele um tecido de grande potencial para a obtencao de tais
células em individuos adultos.

Para a manutencdo das caracteristicas de autorrenovacado e diferenciacao
das células-tronco in vivo, um ambiente especializado, denominado nicho, é
necessario. Na auséncia desse ambiente natural, ou das misturas artificiais de
fatores de crescimento encontrados nos meio de cultura para células-tronco in vitro,
as células comecam a se diferenciar. Isso demonstra que, para manterem suas
caracteristicas, essas células sdo dependentes de fatores que nao estao disponiveis
em todo o tecido, mas somente nesses nichos isolados (SPRADLING et al., 2008).
As células-tronco provenientes dos nichos sdo, portanto, criticas para a reposicao e
manutencgao do balango de células (homeostase) no tecido e para a regeneracao do
tecido danificado apoés injuria (BLANPAIN et al., 2004).
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Um nicho de células-tronco encontrado na pele se situa na regido da
protuberancia do pelo, ou “bulge”, que ja foi demonstrada em camundongos,
humanos e cdes (COTSARELIS et al., 1990; LYLE et al., 1998; PASCUCCI et al.,
2006). Segundo Cotsarelis et al. 1990 o “bulge”, em camundongos, se situa na
regiao entre a abertura do ducto da glandula sebacea e o musculo eretor do pelo, e
se refere mais precisamente as células da bainha folicular externa dessa regido do
pelo. Essas células retém o corante timidina tritiada por periodos prolongados ao
longo do ciclo celular e sdo denominadas “label retaining cells” (LRC - células
detentoras de corante). Morris et al. (1999) associaram essa populacdo de células
de ciclo lento a células-tronco presentes na pele denominadas células-tronco
queratindcitos.

Estas células sao capazes de dar origem a todas as células epiteliais do
préprio foliculo piloso, da glandula sebacea e da epiderme interfolicular sendo,
portanto, essa regido responsavel por prover células ndo sé para o crescimento de
novos pelos, mas também para a regeneracdo da pele (CHRISTIANO, 2008;
OSHIMA et al., 2001;TAYLOR et al., 2000). A regiao do “bulge” foi identificada em
caes por Pascucci et al. (2006) e Kobayashi et al. (2010), e corresponde a regiao
encontrada por Cotsarelis et al. (1990).

Os foliculos pilosos sofrem ciclos de crescimento compostos pelas fases de
crescimento (anagene), regressdo mediada por apoptose (catagene), quiescéncia
(telégene) e muda (exdégene). O foliculo maduro em anagene pode ser dividido em
uma regido permanente, localizada acima do musculo eretor do pelo, que
visivelmente ndo entra no ciclo, e uma parte inferior, que é remodelada
continuamente a cada ciclo de crescimento capilar (STENN; PAUS, 2001). A parte
superior, permanente, € composta pelo infundibulo, que é a abertura do canal do
pelo na superficie da pele, e o istmo. O ducto da glandula sebacea se insere na
regiao inferior do infundibulo. Nessa regido, mais proximal, o infundibulo se junta a
regiao da bainha externa do istmo do foliculo piloso, onde o musculo eretor do pelo
se insere. A regidao conhecida como “bulge” se localiza no istmo, no fim da parte
permanente do foliculo. Entre o “bulge” e o bulbo, que consiste a regido da base do
foliculo em crescimento, existe uma longa faixa de epitélio suprabulbar. O bulbo em
anagene contém queratinécitos matriz e a unidade pigmentar do foliculo piloso. O
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pelo é formado pela rapida proliferacdo desses queratindcitos matriz que, quando
ativados, migraram do “bulge” para colonizar a area da matriz e sado células de
rapida proliferagdo. Seu numero determina o tamanho do bulbo do pelo e o diametro
do seu eixo (COTSARELIS, 2006; SCHNEIDER et al., 2009).

As proteinas escolhidas para a marcacao de células do “bulge” no presente
trabalho sdo o CD200 e o CD34. O CD200 é uma glicoproteina de superficie celular
altamente expressa em células mieldides. Camundongos com deficiéncia dessa
proteina apresentam alteracbes como aumento do estado de ativacao dos
macréfagos em varios estudos, e um aumento na susceptibilidade as doencas
autoimunes (WRIGHT et al., 2003). Essa proteina foi testada como marcador de
células da pele de humanos por Ohyama et al. (2006), que encontraram marcacao
positiva para CD200 nas células da bainha folicular externa, entre a glandula
sebacea e o0 musculo eretor do pelo, regido correspondente ao “bulge”. Por
citometria de fluxo eles determinaram que 15 a 20% das células vivas do foliculo
médio eram CD200 positivas. Além disso, essas células também expressaram
marcadores como folistatina e a6 integrina, marcadores de células-tronco
queratindcitos do “bulge”.

Em caes, Kobayashi et al. (2010) cultivaram queratinécitos derivados do istmo
do pelo de cées, misturaram-nos com ceélulas dermais de camundongos neonatos e
injetaram essa mistura de células no subcutdneo de camundongos
imunodeprimidos. Eles obtiveram com isso, estruturas reconstruidas de foliculo
piloso em anagene, e de glandulas sebaceas. Além disso, a epiderme contigua
também foi regenerada. Nestas estruturas havia a presenca de mRNA de CD200,
K15 e folistatina, de cdo, bem como alguns marcadores de linhagens sebaceas,
sugerindo que células do “bulge” canino contribuiram para a reorganiza¢ao da nova
regidao do “pbulge” e das glandulas sebaceas. Porém, este foi o Unico trabalho
encontrado por nés que demonstra a utilizacdo da presenca do CD200 como
indicador de células do “bulge” na espécie canina.

O CD34 é uma proteina glicolisada de superficie expressa em células
hematopoiéticas imaturas e células endoteliais (POBLET; JIMENEZ, 2008). Esse
marcador também é encontrado positivo no “bulge” de camundongos (TREMPUS et
al., 2003) e caes (PASCUCCI et al., 2006), e negativo no de humanos (POBLET et
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al., 2006; INOUE et al., 2009). A positividade dessa proteina no “bulge” de
camundongos foi primeiramente descrita por Trempus et al. (2003). Segundo eles
outras estruturas do foliculo piloso, como bulbo ou epiderme interfolicular, ndo
expressaram CD34. Por citometria de fluxo (FACS - “fluorescence-activated cell
sorting”), eles marcaram as células com CD34 e integrina a6, encontrando uma
populacdo de 7 a 8% de células. Além disso, as células CD34 positivas
apresentavam-se menores do que as CD34 negativas, o que sugere uma morfologia
mais primitiva, e quando separadas por FACS e cultivadas, apresentaram alto
potencial proliferativo e formacao de grandes col6nias.

Em um estudo com pele de caes Pascucci et al. (2006) demonstraram a
presenca do mRNA do CD34 na area do foliculo piloso correspondente a regido do
“bulge”. As células CD34 positivas foram detectadas claramente na camada celular
basal da bainha externa de foliculos pilosos primarios nas fases de crescimento ou
regressao do ciclo capilar. Os foliculos em telégene demonstraram que a expressao
do CD34 foi restrita a regidao do istmo do pelo, que néo é afetada pelas mudancas
associadas a catagene apoptoética. Além disso, segundo eles a expressao do CD34
nao teve influéncia da regidao do corpo do animal.

Blanpain et al. 2004, estudaram populacées de células-tronco residentes no
‘bulge” do foliculo piloso de camundongos. As proteinas CD34, K14, K5 e K15
encontraram-se positivas nas células, basais e suprabasais estudadas, e ambas as
populacdes demonstraram multipoténcia e capacidade de se diferenciarem em todas
as linhagens da epiderme e do foliculo piloso. As populagcées que apresentaram
forte marcagdo por CD34 foram separadas por FACS, e formaram numeros
consideraveis de colbnias grandes, firmemente arranjadas contendo células
pequenas e de morfologia relativamente indiferenciada, comparada com as células
CD34 negativas. Essas células resistiram a varias passagens, indicando que ambas
as populagbes do ‘bulge” contém células que apresentam as caracteristicas
morfolégicas e de autorrenovacao de células-tronco quando retiradas de seu nicho
nativo e expostas a condi¢des indutoras de proliferagao.

Outro autor que também demonstrou a positividade do CD34, juntamente com
K15, em queratinécitos do ‘bulge” de caes foi Kobayashi et al. 2009. Além do CD34
a queratina 15 (K15) também é muito empregada como marcador de células desta
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regido e, segundo 0s autores, sua expressao se manteve alta durante todo o ciclo do
pelo. Em camundongos, esse marcador foi demonstrado positivo por Morris et al.
(2004), que isolaram células K15 positivas do ‘bulge” de animais adultos e
comprovaram que se tratavam de células-tronco epiteliais, jA& que possuiam
potencial proliferativo maior que o de queratindcitos encontrados em outras regides,
e que essas células poderiam reconstituir todos os tipos de células epiteliais da pele.
Segundo eles, as células marcadas com K15 sao multipotentes e responsaveis pela
regeneracao do foliculo piloso durante o ciclo normal dos foliculos da pelagem.

Outros marcadores de células-tronco queratinécitos do “bulge”, segundo
Tumbar e Fuchs. (2014), sdo as integrinas. As integrinas 1 e a6 encontram-se
aumentadas nos cultivos de queratinécitos com alta capacidade proliferativa e
também aparecem aumentadas na area correspondente a este nicho, no foliculo
piloso. Segundo eles, a relacao entre as células-tronco e as integrinas, proteinas de
adesao celular, sugere a possibilidade de essas células serem mantidas no nicho
pela adesdo entre as células, e delas a membrana basal, e que uma
“downregulation” das integrinas favoreceria a migracdo dessas células pela
membrana basal, através da diminuicAo da ancoragem ao seu substrato. Outra
hip6tese é que a proliferacao celular seja dependente das integrinas, e portanto as
células com alta atividade proliferativa tém nivel elevado de integrinas.

Alguns autores comprovaram que as glandulas sebaceas podem ter como
origem as células do ‘bulge” do foliculo piloso (MORRIS et al., 2004; BLANPAIN et
al., 2004). Horsley et al. (2006) descobriram uma populacédo de células expressando
o fator de transcricdo Blimp1 (também conhecido como PRDM1) que residem na
glandula sebacea. A perda de Blimp1 resulta em glandulas sebaceas maiores com
namero de células progenitoras de ciclo lento e células proliferativas aumentados,
acompanhados pelo aumento na expressdao de c-myc. Os autores chegaram a
conclusédo de que a populacdo marcada por Blimp1 é de progenitores onipotentes,
que controlam a homeostase da glandula e governam a atividade das células-tronco
do ‘bulge”.

Um segundo nicho de células-tronco que pode ser encontrado na pele é
localizado ao longo dos vasos sanguineos, e consiste nas células perivasculares.

Esse nicho de células ja foi sugerido por Meirelles et al. (2006), que isolaram
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células-tronco mesenquimais de diferentes érgdos em camundongos. Dentre eles,
cultivos de células da aorta, da veia cava e de estruturas compreendendo somente
capilares, no caso os glomérulos do rim, foram cultivadas e demonstraram
diferenciacao osteogénica e adipogénica, além de propriedades de autorrenovacao,
caracteristicas essas de células-tronco mesenquimais. Com esses resultados, eles
concluiram que existem compartimentos perivasculares de células-tronco
mesenquimais.

Crisan et al. (2008), através de imuno-histoquimica realizada em varios
o6rgaos humanos, chegaram a dois marcadores, expressos ubiguamente nas células
perivasculares, ao redor de capilares e arteriolas, o CD146 e o NG2. O CD146 ¢é
uma molécula de adesao celular presente na superficie da célula e envolvida no
processo de adesao entre as células e com a matriz extracelular (WANG et al.,
2013), mediando a adesdo das células endoteliais (BARDIN et al., 2001) e é
fortemente expressa em pericitos dos capilares da derme (LI et al., 2003). O NG2 é
um proteoglicano, componente da superficie celular presente na neovascularizagao,
tanto vasculogenica quanto angiogenica. Essa proteina participa da morfogénese
vascular embrionaria, estando presente na formacdo da macrovasculatura e
microvasculatura embrionaria em camundongos (OZERDEM et al., 2001).

Crisan et al. (2008) separaram por FACS uma populagdo positiva para
CD146, e negativa para CD34, CD45 (marcadores de células hematopoiéticas e
endoteliais) e CD56 (marcador de células miogénicas). Essas células foram
diferenciadas, em miotubos, contendo em média 15 nucleos, e injetadas em musculo
esquelético de camundongos imunodeprimidos, que tinham sofrido injuria por
injecdo de wuma cardiotoxina. Trés semanas depois esses camundongos
apresentavam miofibrilas expressando espectrina humana. Esses resultados,
segundo os autores, confirmam que as células perivasculares separadas
estritamente de muasculo esquelético sdo dotadas de potencial miogénico. Além
disso, células perivasculares cultivadas, derivadas de placenta, tecido adiposo e
pancreas também apresentaram potencial para gerar miotubos em cultivo, e para
originar miofibrilas expressando distrofina e espectrina humanas, quando

transplantadas em camundongos. Além disso, essas células perivasculares
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possuem imunofendtipo de células-tronco mesenquimais e potencial de
diferenciacao osteogénico, condrogénico e adipogénico.

Ruetze et al. (2013), isolaram duas populacées de células, sendo elas da
derme reticular e da derme papilar de humanos, sendo a segunda muito
vascularizada, e observaram que a derme papilar rendeu cinco vezes mais células
progenitoras da pele do que a reticular. Essas células expressam o marcador de
células perivasculares CD146. Ao que concerne as estruturas do pelo a bainha
mesenquimal do eixo do pelo, a papila dérmica e ao infundibulo ndo houve
positividade para este marcador. A mesma negatividade pdde ser observada na
glandula sebacea. Essas células foram separadas por FACS, com marcagao positiva
para CD146 e negativa para CD31, CD34, CD45 e CD56 negativa, e representam
2% da populacao total dos isolados primarios.

Além das células contidas nos nichos do bulge do foliculo piloso e das células
perivasculares outras células-tronco provenientes da pele também ja foram
reportadas. Os primeiros a descreverem a populacao de células-tronco progenitoras
da pele foram Toma et al. (2001). Esses autores isolaram uma populacéo de células
de camundongos que, depois de cultivadas sem fatores de crescimento,
apresentaram 60% de marcacao positiva para nestina, um marcador de células-
tronco do sistema nervoso e de precursores neurais. As células cultivadas nao
aderiram ao plastico no primeiro cultivo € nem nos seguintes, formando um
aglomerado de células em formato de esferas flutuantes. Além dos marcadores
neurais, quando essas células foram submetidas a estimulo adequado elas
diferenciaram em células de tecidos mesodermais. Em comparagdo com células
mesenquimais, as células derivadas da pele expressaram nestina e fibronectina,
enquanto as células mesenquimais expressaram em altos niveis vimentina e
fibronectina.

Outros autores a isolarem células progenitoras da pele que expressam
nestina, vimentina, fibronectina e Sca-1 (marcador de células precursoras) foram
Fernandes et al. (2004). Esses autores obtiveram, apés a inducao da diferenciagao,
células semelhantes a neurdnios catecolaminérgicos e a células de Schwann. Além
disso, eles apontaram a papila do foliculo de pelos comuns e de pelos Whisker como
nichos endégenos de células progenitoras da pele. Eles consideram que essas sao



16

células precursoras adultas relacionadas com a crista neural que chegaram a pele
durante a embriogenese e persistem durante a vida adulta. Segundo eles as células
progenitoras da pele sao multipotentes, j& que possuem capacidade de
diferenciacao em neurénios, células da glia, células da musculatura lisa e adipdcitos,
e sao precursores relacionados a crista neural.

Além das células-tronco encontradas no foliculo piloso, recentemente foram
também encontradas células-tronco nas glandulas sudoriparas. Lu et al. (2012),
perceberam que as células no ducto das glandulas sudoriparas em desenvolvimento
sofrem mais ciclos de proliferacdo do que as células mioepiteliais, mas que a
glandula sudoripara inteira é amplamente estatica apds a maturidade. Em contraste,
as células basais do ducto sudoriparo permanecem proliferativas. Segundo eles,
células basais purificadas de ductos dao origem a glandulas e ductos em raros
casos, enquanto homodlogos mioepiteliais purificados formam consistentemente
glandulas sudoriparas.

Outro tipo celular importante contido na pele sao os fibroblastos, presentes
também em varios outros tecidos do corpo. Normalmente eles se encontram em
estado relativamente quiescente, sendo responsaveis pela producao e turnover da
matriz extracelular. No processo de cura de feridas uma série de eventos
consecutivos e sobrepostos ocorre, sendo eles a proliferagdo celular, migracao,
deposicao de matriz extracelular (fibrinogénio), resolucdao e remodelamento. Nesse
processo, os fibroblastos se movem para a matriz proviséria e sdo a principal base
do fibrinogénio, secretando proteinas importantes para a matriz extracelular, como
colageno e fibronectina, que constituem o tecido de granulacado formado, provendo
integridade estrutural a ferida, enquanto fibroblastos especializados, chamados
miofibroblastos, fornecem a forca para a contragao da ferida, reacédo importante para
a mesma se fechar (DARBY et al., 2007).

Um problema encontrado no cultivo dos fibroblastos € a ineficiéncia em sua
marcacao e distincdo de outros tipos celulares como, por exemplo, células-tronco
mesenquimais. Segundo Hematti, (2012) nao existem diferencas na metodologia de
derivacdao do cultivo, morfologia, padrao de expressao génica de marcadores de
superficie, potencial de diferenciacio e nem de expressdo génica que
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consistentemente e inequivocamente distingam células-tronco mesenquimais
cultivadas ex vivo de fibroblastos.

Lorenz et al. (2008) fizeram uma comparacdo entre células mesenquimais
fibroblasticas da derme de humanos, obtidas da pele do prepucio, com células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. Através de analise por citometria
de fluxo eles encontraram nos fibroblastos expressdo de marcadores de superficie
como CD90, CD29, CD44, CD71, CD73, CD105 e CD166, marcadores especificos
de células-tronco mesenquimais. Em contraste, ndo foram encontradas marcagdes
positivas para CD31 e CD34, marcadores endoteliais de superficie celular, nem para
CD45, CD14 e CD133, marcadores de células hematopoiéticas. Esse perfil de
marcadores encontrado nos fibroblastos € bem similar ao perfil normalmente
encontrado em células-tronco mesenquimais. Outra caracteristica encontrada por
esses autores foi a capacidade dos fibroblastos em sofrerem diferenciacédo
adipogénica e osteogénica sob estimulo adequado.

2.4 Conclusao

Com isso percebemos que as caracteristicas dos diferentes tipos de células-
tronco observadas pelos véarios autores citados, conferem a elas o potencial para
terapias de transplante de células-tronco, representando, a pele, uma fonte adulta
acessivel de precursores neurais, que podem ser usados para o tratamento de
danos ao sistema nervoso, de foliculos pilosos, para o tratamento de desordens
relacionadas, por exemplo, a alopecias, e de precursores epidermais e dermais,
para o tratamento das desordens cutaneas e injurias como queimaduras, cortes e
até no caso de enxertos para cirurgias reconstrutivas. Além da abordagem
terapéutica Toma et al. (2005) também sugerem que as células derivadas da pele
sao de grande interesse para a triagem e pesquisas de varias doengas em pacientes
com predisposi¢cdes genéticas a doengas variando entre a doenga de Alzheimer e a
esquizofrenia.

Para o presente trabalho, amostras de pele de individuos adultos e em fase
fetal foram coletadas, para comparacgao entre elas, pois existem diferencas quanto a
capacidade de proliferacdo das células mais jovens em relagcdo as adultas. As
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células fetais, por exemplo, ndo possuem as mutacdes, que sao acumuladas pelos
individuos adultos, e por isso podem oferecer maior potencial proliferativo e
plasticidade do que as células-tronco dos adultos (TAN et al., 2014).

O foco deste estudo é a espécie canina, uma vez que paralelos na fisiologia,
apresentacao de doencas e respostas clinicas entre os seres humanos e os caes
fazem dessa espécie um modelo experimental muito utilizado em pesquisa
(SCHNEIDER et al., 2010).
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CONTEUDO
Objetivos

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca, em cultivos celulares de pele de cao,
de populagdes de células-tronco do “bulge” do foliculo piloso. Com isso procurou-se obter
populacdes celulares com caracteristicas mais especificas de células-tronco, como
autorrenovacdo, proliferacdo e capacidade de diferenciacdo e, portanto com melhor
desempenho nas terapias regenerativas. Populacdes celulares origindrias de fetos e adultos
foram comparadas quanto a presenga de células com essas caracteristicas, pois sabe-se que

células de idades diferentes comportam-se de maneiras diferentes.
Meétodos

A presenca de células-tronco derivadas da pele, em cdes, foi analisada em tecidos e

cultivos celulares fetais e adultos através da deteccao das proteinas de membrana CD34 e
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CD200, em busca da populacdo de células do “bulge” do foliculo piloso, através de

imunofluorescéncia, imunocitoquimica e citometria de fluxo.

A proteina CD200 foi escolhida, pois sua expressdo na pele € restrita as células do
“bulge” do foliculo piloso, regido conhecida por ser um nicho de células-tronco responsavel
pela regeneracdo do pelo e da epiderme. O CD34, apesar de expresso em outros tipos
celulares, também € expresso nesse nicho, na espécie canina, e marca células especificas do

“bulge”.
Resultados

Nos testes de imunofluorescéncia, ambos os marcadores CD200 e CD34
apresentaram-se negativos tanto para a pele de adultos quanto para a de fetos. Na
imunocitoquimica os marcadores CD34 e CD200 foram positivos em cultivos de adultos e
fetos, e o marcador de pluripoténcia OCT4 foi positivo no cultivo de células de feto. Por
citometria de fluxo, a porcentagem média de células duplo marcadas por CD200 e CD34 nos
adultos foi de 3,1% e nos fetos de 0,33% (n=3). A marcacdo somente por CD200 foi

encontrada unicamente nos adultos, sendo de 2,8% (n=3).
Conclusdo

Os resultados sugerem ser possivel a obtencdo de células-tronco do “bulge” do
foliculo piloso através do método de digestdao enzimdtica simples, utilizado neste trabalho.
Este estudo € o primeiro passo para novas pesquisas que envolvam esse nicho, na pele de

caes.
RESUMO

A pele € um 6rgao extenso e de facil acesso, e possui varios tipos celulares diferentes
que estdo em constante renovagdo. Dentre estas células, alguns tipos de células-tronco com
potencial para autorrenovacdo, proliferacdo e diferenciacdo, sdo responsdveis pela
manutencdo da homeostase deste 6rgdo e pela cura de feridas. Estudos anteriores sugerem a
existéncia de um nicho de células-tronco presente no “bulge” dos foliculos pilosos, que
contém populacdes positivas para CD200 e CD34. Este trabalho foi realizado com o intuito
de: 1. Obter tecidos derivados da pele de caes adultos e fetos, isolar e cultivar as células in

vitro derivadas destes, empregando um método de isolamento celular através de digestdo
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enzimatica simples; 2. Comprovar a presenca de células positivas CD200 e CD34 nos cultivos
in vitro comparando com a andlise do tecido. Biopsias de pele de cdes adultos e fetos foram
analisadas quanto a morfologia pela anélise histol6gica em coloragao hematoxilina-eosina e as
biopsias e células cultivadas in vitro foram caracterizadas pela presenga das proteinas de
membrana CD200 e CD34, através de imunofluorescéncia, imunocitoquimica e citometria de
fluxo. Os resultados da imunofluorescéncia foram negativos para ambos os marcadores
CD200 e CD34, tanto para a pele de adultos quanto para a de fetos. Na imunocitoquimica
tanto o CD34 quanto o CD200 apresentaram-se positivos para as células de adultos e fetos.
Por citometria de fluxo, a porcentagem média de células marcadas duplamente por CD200 e
CD34 nos adultos foi de 3,1% e nos fetos de 0,33% (n=3). A marcacido somente por CD200
foi encontrada somente nos adultos, sendo de 2,8% (n=3). Em conclusio, neste estudo foi
possivel a obtenc¢do de uma populacdo de células-tronco do “bulge” do foliculo piloso da pele
de caes adultos e fetos, marcada por CD200 e CD34, pelos métodos de isolamento, através de
digestdo enzimatica simples, e cultivo celular utilizados, porém néo foi possivel confirmar a

localizagao desse nicho diretamente na pele.
INTRODUCAO

A pele é um 6rgao extenso e complexo com diversos arranjos de células organizadas
origindrias de diferentes camadas embriondrias, sendo duas as suas camadas principais:
epiderme (originada da ectoderme) e derme (originada da mesoderme) (Blanpain e Fuchs
2006). A epiderme e seus apéndices sao compostos por células epiteliais especializadas, os
queratindcitos, enquanto a derme é composta por células mesenquimais (Tumbar e Fuchs

2014).

Solugdes de continuidade na pele, como queimaduras extensas e grandes feridas, sdo
um grande desafio encontrado na rotina de médicos e veterindrios. Portanto, a tentativa de
encontrar um enxerto que substitua a pele nesses casos € motivo de muitos estudos. Uma
malha de queratindcitos, retirados do proprio paciente, e cultivados em laboratério até que um
volume considerdvel de células fosse atingido, ja foi utilizada com sucesso para restaurar
lesdes de pele em humanos, por Green et al. (2008). Porém, segundo Tan et al. (2014), a
desvantagem de usar células do préprio paciente é o longo periodo de tempo até que um
nimero considerdvel de células seja atingido, para sua aplicacdo. Esses autores sugerem,

portanto, células derivadas da pele de fetos, como um possivel substituto das células
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aut6logas. Sendo assim, a avaliacdo dos cultivos de pele de fetos e adultos, bem como de suas

diferengas € importante para o estabelecimento de um substituto mais adequado.

Estudos anteriores comprovam a existéncia de um nicho de células-tronco presente no
“bulge” do foliculo piloso da pele de camundongos (Cotsarelis et al., 1990), humanos (Lyle
et al., 1998) e cdes (Pascucci et al., 2006). Cotsarelis et al. (1990) demonstraram, em
camundongos, uma populacdo de células de ciclo lento, capazes de reter o corante timidina
tritiada ao longo do ciclo celular, localizada na bainha folicular externa do pelo. Morris et al.
(1999) associaram essa populacdo de células as células-tronco queratindcitos. Assim, essas
células possuem ciclo lento quando in vivo, sdo autorrenovdveis e responsdveis pela
manutencdo da homeostase do tecido, podendo ser ativadas quando existem feridas, ou por
condig¢des de cultivo in vitro, e tem alto potencial proliferativo, segundo revisado por Lavker
e Sun (2000). Essas células sdo capazes de dar origem a epiderme e as células do foliculo
piloso sendo, portanto, essa regido responsavel por prover células ndo sé para o crescimento

de novos pelos, mas também para a regeneragao da pele (Taylor et al., 2000).

O CD200 ja foi encontrado positivo no “bulge” do foliculo piloso da pele de humanos
(Ohyama et al., 2006; Kloepper et al., 2008; Inoue et al., 2009). Em caes, Kobayashi et al.
(2010) encontraram o RNAm dos marcadores de “bulge” K15, CD200 e folistatina, e de
marcadores de linhagens de glandula sebicea, em estruturas pilo-sebdceas reconstituidas,
sugerindo que as células do “bulge” canino contribuiram para a reorganiza¢do nao sé do
foliculo piloso, como também da glandula sebdcea. Isso torna evidente, a multipoténcia das
células dessa regido. Além disso, o CD200 é uma molécula associada a diminuicao da

rejeicdo a enxertos, e a regulacio do sistema imune (Rosenblum et al., 2004; Yu et al., 2013).

O CD34 é um marcador conhecido de células-tronco hematopoiéticas, que também &
encontrado positivo nas células da regido do “bulge” folicular. Ele encontra-se negativo no
“bulge” de humanos (Poblet et al., 2006; Inoue et al., 2009) e positivo no de camundongos
(Trempus et al., 2003) e cdes (Pascucci et al., 2006). Tumbar et al. (2004) provaram ser
possivel a separacdo de uma populacdo de células vivas desta regido através da técnica de
“fluorescence-activated cell sorting” (FACS), utilizando o marcador CD34. Além deles,
Najafzadeh et al. (2015) obtiveram uma populacdo CD34 positiva, por separacao magnética, e

diferenciaram essas cé€lulas em células neurais.
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Algumas proteinas sdo conhecidas por sua presenga em células pluripotentes. A
expressao do Oct4 ocorre em linhagens germinativas, embrides em fase de pré-implantacio e
em epiblastos pds-implantacdo, o que torna esse marcador um identificador de células-tronco
pluripotentes. (Tada et al., 2001; Capela e Temple, 2002). Por este motivo, a presenca dessa

proteina também foi verificada.

Desta maneira, o objetivo deste experimento foi provar a existéncia de populacdes
celulares de “bulge” de foliculo piloso, que possam ser obtidas pelo método de digestdao
enzimatica simples empregado, visando sua posterior utilizacdo em protocolos de pesquisa
basica ou aplicada, como por exemplo, na medicina regenerativa. Para tal, o isolamento e
cultivo in vitro de células derivadas da pele de cdes adultos e fetos e a marcacdo de membrana

para proteinas reportadas em células-tronco de pele (CD200 e CD34) foram realizados.
MATERIAL E METODOS
Obtengdo das células

Os fragmentos de pele dos animais adultos utilizados neste experimento foram obtidos
de cirurgias de rotina realizadas no Hospital Veterindrio “Governador Laudo Natel”, situado
na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da UNESP - Jaboticabal, com
consentimento prévio dos proprietdrios dos animais, segundo modelo contido no anexo 1. Os
fragmentos de pele de fetos foram obtidos da Campanha de Castragdo, realizada na mesma
institui¢do. Os procedimentos deste trabalho foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias de Jaboticabal, sob

protocolo n°011904/14.
Cultivo celular

Para o isolamento das células, um fragmento de pele higida, de aproximadamente
2cm’ foi obtido de cada um dos trés animais adultos, preferencialmente durante
procedimentos cirdrgicos ortopédicos, nos quais a incisdo é geralmente realizada em regides
onde a pele possui mais foliculos pilosos, como 0os membros ou a regido dorsal do animal.
Para o isolamento das células fetais, fragmentos de pele de trés fetos de gestacdes distintas e
idades entre 40 e 45 dias foram coletados da regido toricica lateral. A idade dos fetos foi

estimada pela medida da articulacdo atlanto-occipital até o osso sacro, segundo método de
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Evans e Sack (1973). Todos os procedimentos foram realizados em uma capela de fluxo

laminar horizontal, para minimizar possiveis contaminagdes.

Ap6s limpeza e retirada do excesso de tecido subcutaneo, as amostras de pele foram
submetidas ao processo de digestdo enzimadticas simples, que consiste em cortar a pele em
fragmentos de aproximadamente 0,Icm? e coloca-la em digestdo por colagenase I (150U/ml
ThermoFisher Scientific N° Cat. 17100-017) por 3 horas a 38,5°C. Apds este periodo meio de
cultivo, descrito a seguir, foi adicionado para neutralizacdo da enzima, e uma filtragem para
retirada dos fragmentos de pele restantes ndo digeridos foi realizada. A suspensdo foi entdo
centrifugada a 300G por 7 minutos para obtencdo de um pellet de células, que foi colocado
em garrafas para cultivo celular de 25cm? (CORNING®). O meio de cultivo utilizado foi
DMEM alta glicose (ThermoFisher Scientific, N° Cat.12100-046) contendo 50% de F-12
Nutrient Mixture (Ham) (ThermoFisher Scientific, N° Cat. 21700-075), 0,5% amicacina, 1%

aminoacidos nao essenciais € 10% de soro fetal bovino.

Ap6s o isolamento as células foram mantidas em cultivo em incubadora a 38,5°C,
5%CO, em ar e umidade saturada. As linhagens obtidas foram congeladas tao logo atingiram
confluéncia de 90% na placa de cultivo. No total, foram isoladas e congeladas células da pele
de trés animais adultos e de trés fetos, de gestacdes distintas. O meio de congelamento
utilizado foi composto por 45% de meio de cultivo celular, 45% de soro fetal bovino e 10%

de DMSO.
Imunofluorescéncia

Os ensaios de imunofluorescéncia, imunocitoquimica e citometria de fluxo foram
realizados no do Laboratério de Imuno-histoquimica e Fisiologia Experimental (LIFE),
situado na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — USP, Pirassununga. As
amostras de pele de um dos adultos e um dos fetos coletadas foram congeladas em Meio
Tissue-Tek O.C.T. Compound (SAKURA N° Cat. SAKU-4583) e armazenadas em freezer -
80°C. Para a imunofluorescéncia, cortes de pele de Sum foram feitos em um criostato (SLEE
Mainz MEV) e colocados em laminas Star Frost®, as quais permaneceram secando ao ar
ambiente por 30 minutos e, apds esse periodo, foram fixadas em acetona gelada, por 10
minutos em freezer. Trés lavagens durante 5 minutos em solu¢do Tampao Salina Tris (TBS)

foram realizadas, e apds a lavagem procedeu-se o bloqueio com 10% de soro de cabra em
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TBS, durante 1 hora em camara imida. Apds esse periodo os anticorpos primarios (descritos
na Tabela 1) foram adicionados aos cortes. No corte controle adicionou-se apenas TBS com
1% de soro de cabra. Os cortes foram mantidos em camara imida a 4°C por uma noite. No dia
seguinte trés lavagens com TBS em 1% de soro de cabra foram realizadas e depois o
anticorpo secundario foi colocado, na dilui¢do de 1:500 por 1 hora. Apds novas lavagens as
laminas receberam PROLONG® (Gold Antifade Reagent With DAPI - N° Cat. P36935
Thermo Fisher Scientific) e uma laminula foi colocada sobre os cortes. A leitura foi feita em

microscépio de fluorescéncia Olympus IX70.

Tabela 1. Anticorpos utilizados na imunofluorescéncia, imunocitoquimica e citometria de

fluxo.
ANTICORPOS MARCA N° CATALOGO DILUICAO
CD34 SANTA CRUZ sc-7045 1:50
CD200 SANTA CRUZ 5c-323725 1:50
OCT4 SIGMA-ALDRICH 08389 1:100
Alexa Fluor 488 THERMO FISHER A11078 1:500
Anti-goat IgG
Alexa Fluor 680 THERMO FISHER A21084 1:500
Anti-goat IgG
Alexa Fluor 488 )
Antirabbit Ize THERMO FISHER A11034 1:500
Alexa Fluor 488 THERMO FISHER A21200 1:500
Anti-mouse IgG

Imunocitoquimica

Para a imunocitoquimica, células de um adulto e um feto foram cultivadas em placas
de cultivo de quatro pogos (NUNC®). Quando atingiram a confluéncia foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 15 minutos, e depois deixadas em PBS até o momento da andlise. O
cultivo foi lavado com PBS acrescido de 0,1% de Tween 20 (Synth) e 0,1% de albumina
sérica bovina (Sigma-Aldrich) (BSA). Depois as células foram deixadas por 20 minutos em
PBS com 1% de Triton X-100 (Synth) e entdo lavadas, e um bloqueio com 1% BSA foi
realizado por 1 hora. Os anticorpos primarios foram adicionados (Tabela 1) e deixados ao
longo da noite, a 4°C. No dia seguinte, apds lavagens o anticorpo secundario (Tabela 1) foi
adicionado e deixado por 2 horas, a temperatura ambiente e abrigo de luz. Apds lavagens,
uma gota de PROLONG® (Gold Antifade Reagent With DAPI - N° Cat. P36935 Thermo
Fisher Scientific) foi adicionada ao PBS colocado na placa e as células foram visualizadas em

microscépio de fluorescéncia.
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Colorac¢do Hematoxilina Eosina (HE)

Os cortes feitos em criostato, e previamente fixados em acetona gelada por 10 minutos
em freezer, foram secos e colocados em dlcool 100° por 5 minutos, depois dlcool 95° por 5
minutos, dlcool 70° por 5 minutos, e depois, d4gua corrente por 5 minutos. Depois foram
colocados brevemente em Hematoxilina, retirados e lavados em &dgua corrente. As laminas
foram entdo mergulhadas brevemente em Eosina e lavadas em 4gua corrente. Uma passagem
pelo édlcool 70°, seguida por uma pelo dlcool 95°, duas passagens pelo dlcool 100°, uma por
uma mistura de dlcool com Xilol (1:1) e depois trés passagens por Xilol puro foram
realizadas. Uma gota de resina para microscopia (Permount, Fisher Scientific) foi adicionada

no corte e a laminula posicionada em cima do mesmo.
Citometria de fluxo

As andlises foram realizadas no laboratério de Patologia Clinica Veterindria
“Professor Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto”, situado na FCAV — UNESP, Jaboticabal. Um
citometro BD FACS Cantoll (BD Biosciences) foi utilizado e os resultados foram obtidos
através de utilizacdo do software “BD FACS Diva” Versao 6.1.3 (BD Biosciences). A
marcagdo das células de trés adultos e trés fetos foi realizada da seguinte maneira: as células
foram descongeladas e cultivadas até atingirem a confluéncia da placa. Elas foram entdo
removidas das placas de cultivo pela adicdo de 0,2% de EDTA em PBS livre de célcio e
magnésio (DPBS), ressuspendidas em uma solucdo de 0,1% de Tween 20 em DPBS e
centrifugadas a 300 g por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 500 uL de
solucdo de bloqueio (1% de BSA em DPBS) por 1 hora. Apés centrifugacao, o sobrenadante
foi retirado e as células foram incubadas com 50 pL do anticorpo primério (Tabela 1) por 1
hora, em temperatura ambiente. Apds uma lavagem em DPBS contendo 0,1% de Tween 20 e
0,1% de BSA, as amostras foram incubadas com 50ul do anticorpo secundario (Tabela 1) por
1 hora, na auséncia de luz. Uma lavagem foi realizada (0,1% BSA + 0,1% Tween 20 em
DPBS) e as amostras foram incubadas com o segundo anticorpo primdrio, da mesma forma
que na primeira incubagdo, por mais 1 hora. Apds lavagem, elas foram incubadas com o
segundo anticorpo secunddrio. Para finalizar, as amostras foram fixadas com 200 pL de
paraformaldeido 4% em DPBS, e mantidas em DPBS no escuro até a passagem pelo
citometro de fluxo. Para cada um dos animais um tubo marcado com CD200 e CD34, e outro

sem marca¢ao nenhuma foi preparado. Para o CD200, o anticorpo secundario empregado foi o
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Alexa Fluor 680 e, portanto, este marcador foi lido pelo laser vermelho, filtro 680, no canal
do APC. Para o CD34 foi utilizado Alexa Fluor 488 e, portanto, ele foi lido pelo laser azul,
filtro 488, no canal do FITC.

RESULTADOS
Cultivo celular

ApO6s a recuperacdo das células da pele as mesmas foram observadas até atingirem a
confluéncia e congeladas em passagem inicial (PO). A partir de uma quantidade aproximada
de 2cm? de tecido coletado, visualmente o cultivo de células fetais apresentava uma maior
concentracdo de células aderidas ao fundo da placa de cultivo celular no dia seguinte ao
isolamento, quando comparadas com os adultos, como pode ser visualizado na Figura 1-A e
D. Sendo assim, os cultivos derivados de fetos foram congelados no dia seguinte ao
isolamento, enquanto as células dos adultos demoraram em média 10 dias entre o dia do

isolamento das células e o dia do congelamento.

Tanto o cultivo de células de feto quanto o de adulto apresentaram claramente a
formacdo de colonias de duas morfologias distintas, sendo células mais arredondadas ou
células mais alongadas, porém, é importante mencionar que as células de feto utilizadas para
os experimentos de imunocitoquimica e citometria de fluxo (fetos de aproximadamente 45
dias de idade) foram congeladas no dia seguinte ao isolamento, e, portanto ndo percebemos a
formacdo de colonias com morfologias distintas. As células de um quarto feto de
aproximadamente 58 dias de idade foram cultivadas, e demoraram 15 dias para serem
congeladas. Nesse cultivo foram visualizadas células de duas morfologias distintas (Figura 1-
E). As células mais arredondadas geralmente estavam presentes em torno do pelo (Figura 1-
B), quando este se encontrava na placa de cultivo, apresentavam-se justapostas, possuiam
forma arredondada e alta proporcao nucleo citoplasmaética. J& as células mais alongadas eram

fusiformes e com niicleo menor em relacido ao tamanho da célula.
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Figura 1. Aspecto das colonias formadas em cultivo de células da pele de adultos (A, B e C)
e de fetos (D e E). A- Pele adulto 5° dia de cultivo B- Pele adulto 8° dia de cultivo,
presenca de pelo C- Pele adulto 8° dia de cultivo, nota-se células de duas
morfologias D- Primeiro dia do cultivo em feto de aproximadamente 45 dias de
idade E- Nono dia de cultivo em feto de aproximadamente 58 dias, formacdo de
coldnias de duas morfologias diferentes.

Coloragdo Hematoxilina Eosina (HE)

A coloragdo por HE foi realizada com o objetivo de visualizar as estruturas da pele, e a
localizacdo da regido do “bulge”. Nela foi possivel visualizar glandulas sebdceas e foliculos
pilosos, em sua maioria em corte transversal (Figura 2-A), e alguns cortes obliquos (Figura 2-
B), porém ndo foram observados cortes longitudinais. Na seccao histoldgica da pele de feto ha
estruturas semelhantes a foliculos pilosos (Figura 2-C). Nado foi possivel determinar a

localizacdo da regido do “bulge” do foliculo piloso nem na pele de feto nem na de adulto.

Figura 2. Coloracdo por hematoxilina e eosina. FP = foliculos pilosos, setas = glandula
sebacea. A — Cortes transversais em pele de adulto B — Cortes obliquos em pele de
adulto C- Pele de feto de aproximadamente 45 dias



36

Imunofluorescéncia

A presenca das duas proteinas de membrana, CD200 e CD34, foi investigada por
imunofluorescéncia na pele dos adultos e dos fetos, e seus resultados foram negativos (Figura
3). Um controle foi realizado, no qual se omitiu o anticorpo primario, e seu resultado também

foi negativo.
Imunocitoquimica

A presenca dos marcadores CD200, CD34 e OCT4 foi investigada no cultivo de
células de um feto e de um adulto. O OCT4 marcou somente as células do cultivo de fetos,
enquanto CD34 e CD200 encontraram-se positivos no cultivo de pele de fetos e de adultos
(Figura 4). Para cada um dos marcadores um controle foi realizado, no qual se omitiu o

anticorpo primdrio. Os controles de todos os testes apresentaram-se negativos.
Citometria de Fluxo

No total, 10.000 aquisi¢des foram feitas pelo citometro de fluxo para cada marcacao,
de cada um dos 3 animais. As porcentagens de células positivas encontradas estdo listadas na
Tabela 2. Para a dupla marcacao por CD200 e CD34 a média de células marcadas nos adultos
foi de 3,1% e nos fetos de 0,33% (n=3). Nos adultos uma populacdo positiva somente para

CD200 foi encontrada, sendo de 2,8% (n=3). Nos fetos essa populaciao nao foi encontrada.

Tabela 2. Resultados porcentagens de células CD200 + CD34 e somente CD200 positivas na
citometria de fluxo.

PORCENTAGEM CELULAS POSITIVAS

Marcacao S5A 6" 7A 1F 2F 4F Média Média
Adultos Fetos
CD200 + 8,2 0,6 0,6 0,2 0,1 0,7 3,1 0,33
CD34
CD200 8,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 2,8 0,0




37

Figura 3. Seccoes histolégicas nos quais foram realizados os testes de imunofluorescéncia.
Em azul verificamos os ntcleos, marcados com DAPIL O resultado foi negativo
tanto para CD200 quanto para CD34. O pélo apresenta auto-fluorescéncia
vermelha, sendo necessario desconsidera-la. A- Adulto e B- Feto.

Figura 4. Imunocitoquimica. Presenca de marcacdo por CD34 em cultivo de pele de adulto
(A) e feto (B) (verde). Marcacdo positiva para CD200 em cultivo de pele de adulto
(verde) (C) e feto (D) E- Marcacao positiva para OCT4 em cultivo de pele de feto
(verde).
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Figura 5. Citometria de fluxo: “Dot plot” da dupla marcagdo para CD200 (Alexa Fluor 680,
visualizado no canal APC-A) e CD34 (Alexa Fluor 488, visualizado no canal do
FITC-A) nos experimentos relativos a fetos (trés primeiros 1F, 2F e 4F) e relativas

a adultos (trés ultimos 5A, 6Ae 7A).

DISCUSSAO

Os resultados relativos a diferencas entre a velocidade de crescimento do cultivo

celular de fetos e adultos estdo de acordo com os de Tan et al. (2014), que verificaram que a

proliferacdo de queratindcitos de fetos é mais rdpida do que a de adultos, condizendo com a
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observacdo de que as células cultivadas de feto demoraram menos tempo para atingirem a

confluéncia da placa e serem congeladas do que as de adultos.

A regido do “bulge” folicular se situa abaixo da regido da abertura da glandula
sebdcea até a inser¢ao do musculo eretor do pelo, na bainha folicular externa (Ohyama et al.,
2006; Pascucci et al., 2006; Kobayashi et al., 2010). Pelas colora¢gdes por HE realizadas nas
amostras de pele, verificou-se que como os cortes foram transversais e obliquos ndo
necessariamente a regido do “bulge” estava presente, o que justificaria a auséncia de

marcagdo para CD200 e CD34 neste tecido.

Segundo Cotsarelis, (2006) o CD34 é um dos marcadores mais especificos para
células de foliculo piloso de camundongos, e Pascucci et al. (2006) confirmaram que esta
proteina estd também presente na regido do ‘“bulge” de caes. Trempus et al. (2003)
demonstraram que a expressio do CD34 em queratinécitos do “bulge” folicular de
camundongos coincide com a regido das “label retaining cells” (LRC - descritas por
Cotsarelis et al., 1990) e que também expressam queratina 15, marcadores estes de
queratinécitos do “bulge”. Segundo Kloepper et al. (2008), o CD200 é um dos marcadores
mais uteis para células de “bulge” de humanos. Porém este marcador nunca foi encontrado
diretamente na regido de “bulge” em cdes, e portanto uma dupla marcacdo com CD34 ¢é
importante para se ter certeza da localizacdo dessa regido. A dupla marcagdo nao foi realizada
na imunocitoquimica e nem na imunofluorescéncia, mas foi realizada nas células passadas
pelo citdometro de fluxo. A populacdo de células CD200 e CD34 positivas encontrada foi 3,1%
nos adultos e 0,33% nos fetos. Essas populacdes foram pequenas, o que ja € esperado, tendo
em vista que o cultivo celular foi feito de uma fragdo inteira da pele, e as células CD200 e

CD34 positivas se encontram somente na regido do “bulge” do foliculo piloso.

A proteina CD200 ja foi comprovada como positiva em humanos (Ohyama et al.,
2006; Inoue et al., 2009), e camundongos (Rosenblum et al., 2004). Em cdes foram
encontrados somente dois trabalhos anteriormente publicados que comprovam a presenca do
RNAm de CD200 na pele (Gerhards et al., 2016; Kobayashi et al., 2010), porém, em nenhum
deles houve marcagdo desta proteina diretamente na pele, e eles ndo realizaram o cultivo
celular com posterior marcagao das células. Segundo Gerhards et al. (2016) ndo foi observada
a marcacdo por CD200 em testes de imuno-histoquimica com nenhum dos trés anticorpos

testados por eles. No presente trabalho essa marcacdo também nao foi possivel, e a regido do
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“bulge” ndo foi encontrada, sendo tanto a marcagdo por CD200 quanto por CD34 diretamente

na pele negativa.

Apesar de ndo ter sido possivel localizar o nicho do “bulge” diretamente na pele, além
da populacdo positiva para CD200 e CD34 encontrada por citometria nos adultos foram
encontradas, também, células marcadas somente para CD200, na citometria de fluxo (2,8%
das células positivas), e no cultivo celular, através da imunocitoquimica, o que sugere que
essa proteina esteja realmente presente nas células do “bulge” do foliculo piloso de cdes.
Segundo Ohyama et al. (2006) em humanos a marcacdo por CD200 foi quase duas vezes
maior em células da bainha folicular externa do “bulge” do que nas da regiao do ‘““sub-bulge”,
e a marcagdo pelo anti-CD200 se restringiu a bainha folicular externa da regiao do “bulge”,
nao contemplando as células de regides proximas a ele. Se essa predilecio do CD200 por
células do “bulge” se repetir em cdes, com o método utilizado no presente trabalho a obtencao
de células-tronco do “bulge” do foliculo piloso € possivel. Porém, mais estudos sdo
necessarios para se comprovar a presenca de células positivas para CD200 na pele, e a

presenca desse marcador, no cdo, como sendo especifico de células-tronco do “bulge”.

Em cultivo Trempus et al. (2003) encontraram que as células CD34 positivas
proliferavam formando grandes col6nias. No cultivo realizado neste trabalho foi possivel
encontrar células CD34 positivas, porém por imunocitoquimica, o que impossibilita o
acompanhamento da proliferacao dessas células. O CD34 é um marcador confirmado de
células da regido do bulge, porém estd presente, também na bainha folicular externa do istmo,
na regido suprabulbar e, dependendo da fase do ciclo capilar, em outras regides do foliculo

(Gerhards et al., 2016), e portanto nao € um marcador tao especifico de células do “bulge”.

Yu et al. 2006 cultivaram células-tronco de pele em meio de cultivo igual ao utilizado
em células-tronco embriondrias e obtiveram aglomerados de células ndo aderentes. Eles
encontraram neste cultivo poucas células positivas para OCT4. Mesmo nossas células sendo
cultivadas em meio comum e ndo formando essas esferas flutuantes, elas expressaram OCT4.
Porém o tecido utilizado por estes autores para obten¢@o das células era adulto, e no caso do
presente trabalho era fetal. Yu et al. (2006) também encontraram células positivas para OCT4
na pele, localizadas nos foliculos pilosos, na regido do “bulge”, ressaltada também pela
coloragdo por queratina 15, no entanto a presenca de OCT4 na pele nao foi testada no presente

trabalho.
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CONCLUSAO

As proteinas utilizadas para marcar as células provenientes da regido do “bulge” do
foliculo piloso, CD34 e CD200, mostraram-se presentes no cultivo celular de fetos e adultos,
porém elas ndo foram encontradas diretamente no tecido. Por citometria de fluxo, baixas
porcentagens de populagdes positivas para estes marcadores foram encontradas, o que sugere
que, com o método de cultivo utilizado neste trabalho, a obtencdo de células-tronco do
“bulge” do foliculo piloso € possivel, e a futura separacdo dessas células por citometria de
fluxo também. A separacdo dessas células por FACS, para a obtencdo de populacdes
purificadas, e seu posterior cultivo, € necessaria para determinar as caracteristicas celulares
como proliferacao e diferenciacdo dessas células. O marcador CD200 nunca tinha sido
utilizado antes para marcar células de “bulge” da espécie canina, e este trabalho € o primeiro

passo para novas pesquisas que envolvam esse nicho, na espécie canina.
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ANEXO 1 — Termo de compromisso assinado pelos proprietdrios
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responsavel pelo paciente , raca
,de anos de idade, estou ciente de que o mesmo esté participando

do Projeto de Pesquisa, no departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Reprodu¢do Animal da

FCAV/UNESP/Jaboticabal, que tem como responsdvel o Prof. Dr. Joaquim Mansano Garcia e
como equipe a pos graduanda Raquel Vasconcelos Guimardes de Castro, a qual poderei

contatar a qualquer momento que julgar necessario através do telefone (16) 3209 2633.

Declaro, também, estar ciente de que um fragmento de pele serd retirado do animal durante o

procedimento cirdrgico e que este fragmento

serd utilizado para obtencdo de células-tronco, as quais serdo também congeladas e
armazenadas, apds a utilizacdo para a realizacdo do experimento de pesquisa, para possivel

posterior utilizagao.
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