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RESUMO

Estudos das células-tronco mesenquimais (CTMs) comprovaram a influéncia do
sexo do doador nas suas capacidades proliferativa e imunomoduladora. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho é investigar se ha disparidades entre as células
da placenta derivada de fetos de sexos diferentes, fato que ainda nao foi descrito
na medicina veterinaria. Foram coletadas 11 pares de membrana alantoamniética
de cdes (ALAM), isoladas por digestdo enzimatica e cultivadas. Utilizamos
amostras de tecido para avaliacao histolégica e imunohistoquimica. Avaliamos 0s
cultivos celulares para padrdes morfologico, proliferativo e de capacidade de
diferenciacdo. A justaposicdo intima das membranas alantoideana e amniotica
observada nos cortes histolédgicos justifica estuda-las juntas. Observamos que as
células obtidas da ALAM de ambos o0s sexos apresentaram caracteristicas
semelhantes. As alteragdes morfoldgicas foram consistentes entre as amostras, e
a viabilidade e a curva de crescimento apresentaram p>0,05. As células
demonstraram capacidade de diferenciagdo nas linhagens adipogénica e
osteogénica. Na imunocitquimica, as amostras expressaram a vimentina e 0s
marcadores de pluripoténcia (Oct-4 e Nanog). Na citometria de fluxo, elas
expressaram valores significativos de CD44 e CD90, além da baixa expresséo de
CD34 e MHCII. Esses resultados indicam ndo haver diferenca entre as células
guando comparamos as células da ALAM derivadas de fetos de sexos diferentes,
mas sugerem seu uso futuramente na medicina regenerativa.

Palavras-chave: anexos fetais, dimorfismo sexual, género, membrana amnidtica,

membrana alantoideana



NAKAZATO, N. G. Evaluation of the influence of the fetal sex in the kinetic and
immunophenotyping of the mesenchymal stem cells of the canine placenta.
Botucatu, 2017. 65p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista (Unesp).

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) studies have proven the influence of the donor’s
gender in its proliferative and immunomodulatory abilities. Therefore this study aims
to investigate the presence of discrepancies among the MSCs of the placenta
derived from different sex fetus, which haven’t been described in the veterinary
medicine. Eleven pairs of canine allantoamniotic membranes (ALAM) were
collected, isolated through enzymatic digestion and cultivated. Tissue samples were
used for histological and immunohistochemistry assessment. The cell cultures were
evaluated for morphological, proliferative, and differentiation potential standards.
The intimate juxtaposition of the allantoic and amniotic membranes detected in the
histological slides justifies studying them together. Similar characteristics were
observed for the cells derived from ALAM in both genders. The morphological
alterations were consistent among samples, and viability and growth curve exhibited
p>0.05. The cells displayed capability to: differentiate in adipogenic and osteogenic
lineages; express vimentin and Oct-4 and Nanog pluripotent markers, with
immunocytochemistry; and express significatively CD44 and CD90, regardless of
the low expression of CD34 and MHCII, with flow cytometry. These results indicate
there are no differences among cells when comparing the ALAM cells derived from
opposite sex fetus, but suggest using this source for the regenerative medicine in
the future.

Key words: fetal adnexa, sexual dimorfism, gender, amniotic membrane, allantoic

membrane
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1. INTRODUCAO

O uso da terapia com células-tronco (CTs) tem crescido muito na dltima
década na medicina regenerativa. Testes clinicos estdo em andamento por todo
o0 mundo (TROUNSON; MCDONALD, 2015), buscando tratamentos baseados
na capacidade das CTs em substituir ou remodelar tecidos lesionados, fornecer
fatores extracelulares capazes de estimular efeitos enddégenos e modular o
sistema imune (TROUNSON et al., 2011). O potencial terapéutico para as CTs
abrangem lesbes medulares (FORTIER, 2005), cardiopatias isquémicas
(CRISOSTOMO et al., 2007), doencas sanguineas imunomediadas, lesGes
oftalmicas, doencas de degeneracdo nervosa, doencas pulmonares
(TROUNSON et al.,, 2011; TROUNSON; MCDONALD, 2015), entre outros.

O estudo de doencas e lesdes em animais — como suinos, cées, gatos e
cavalos — permite avaliar a progressao de algumas patologias semelhantes as
encontradas em humanos, sendo, portanto, um caminho para criar protocolos
para a medicina regenerativa do homem (GONCALVES et al., 2014). Estudos
clinicos e testes de novas terapias tém sido realizados com o uso de pelo menos
duas espécies animais: um roedor e um nao roedor. O cdo apresenta algumas
semelhancas com os humanos quanto a anatomia, enfermidades e performance
atlética, além de possuir articulacdes maiores, tornando-se uma espécie de
eleicdo para os estudos (BAKKER et al., 2014).

JA4 na medicina veterinaria, estudos em equinos descrevem
principalmente o uso de CTs em diversos tipos de doencas ortopédicas,
abrangendo o tratamento de tecidos moles, cartilaginosos e 6sseos, além do
tratamento de doencgas neuroldgicas, inflamatorias e isquémicas (BORJESSON,;
PERONI, 2011). Outra espécie muito estudada séo os cées, cujas pesquisas tém
focado em problemas do sistema musculoesquelético, especialmente reparo
0sseo / cartilaginoso e doencas inflamatérias cujos tratamentos atuais tém
demonstrado pouca eficiéncia (BAKKER et al., 2014).

A fonte de CTs utilizada pode variar com o tipo de lesdo, sendo que as
células-tronco mesenguimais (CTMs) vém se destacando, triplicando o nimero
de estudos clinicos registrados de 2011 até 2015. As CTMs apresentam
seguranca para transplantes alogénicos, apresentando uma acédo anti-

inflamatoria e tropismo pelas regifes lesionadas e processos inflamatérios



(TROUNSON; MCDONALD, 2015). Ademais, ndo demonstram risco de
formacao tumoral como as células pluripotentes, possuem um isolamento e
cultivo mais facil e apresentam menos problemas éticos, favorecendo o seu uso
em pesquisas e testes clinicos (RYAN et al., 2005; GONCALVES et al., 2014).

O uso de CTMs derivadas de anexos fetais tem crescido nos estudos em
humanos e na medicina veterinaria, pois oferece facil coleta, sendo nado invasiva,
com grande quantidade de material e sdo eticamente aceitaveis devido ao fato
de normalmente serem considerados descarte (MARCUS; WOODBURY, 2008;
CREMONESI; CORRADETTI; CONSIGLIO, 2011). Estudos descrevem como
fonte de CTM, principalmente nas espécies equino e canino, a membrana
amniética, o liquido amniético (URANIO et al., 2011; DE VITA et al., 2012) e a
gelatina de Wharton — matriz do cordao umbilical (URANIO et al., 2011).

Considerando-se as vantagens dessa fonte celular, alguns estudos
indicam que as células oriundas dos anexos fetais possivelmente apresentam o
potencial de diferenciacdo pluripotente, porém mantendo o seu poder de
imunomodulacéo e proliferacdo (FAUZA, 2004).

Visando buscar desenvolver o campo da medicina regenerativa, além de
estudar as diferentes fontes, alguns estudos foram capazes de comprovar a
influéncia do sexo do doador nas caracteristicas intrinsecas das CTMs. Visto que
0s hormonios predominantes de cada sexo tém uma grande influéncia fisiol6gica
no organismo, resultando em variagédo na agao de algumas enfermidades, bem
como na producao de fatores de protecdo e modulacdo da resposta imune do
organismo (RAY et al., 2008).

As células da medula 6ssea (MO) de mulheres sdo consideradas menores,
com melhor capacidade de proliferacdo e maior potencial de supressdo da
proliferacéo das células T (SIEGEL et al., 2013). Quando utilizadas no tratamento
de isquemias causadas por infarto do miocéardio, as células de MO de doadoras
mulheres apresentaram-se mais eficientes no reparo funcional e melhor fator de
protecdo, devido a maior producdo de VEGF, apoptose reduzida e menor
liberagédo de TNF-a (CRISOSTOMO et al., 2007). As CTMs derivadas do tecido
adiposo (TA) de coelhos demonstraram capacidade de diferenciagcdo
osteogénica superior para doadores machos, enquanto as doadoras fémeas
apresentaram melhor diferenciacdo adipogénica (DUDAS et al., 2008). Ja em

relacédo as ceélulas derivadas do musculo estriado esquelético, as fémeas foram



mais eficientes na reparacdo tecidual, porém os machos apresentaram maior
capacidade de diferenciacdo condrogénica e melhor eficiéncia no reparo de
defeitos osteocondrais (MESZAROS et al., 2012).

Pesquisas em humanos ja& comprovaram a presenca, atuacao e diferenca
de concentracdo dos horménios esteroidais no liqguido amniético (LA),
observando maiores concentracdes de testosterona e androstenediona nos fetos
do sexo masculino e valores de estradiol mais elevados no sexo feminino (BEEK
et al., 2004). Entretanto, De Vita et al. (2015) procuraram avaliar a influéncia do
sexo fetal no fenétipo e na capacidade imunomoduladora das células derivadas
da membrana amnidticas de humanos, porém observaram que ndo houve
diferenca na capacidade de supressao dos linfocitos T quando compararam 0s
sexos diferentes.

Neste trabalho, visamos estudar a caracterizacdo da membrana
alantoamnidtica (ALAM) de cées, focando na avaliacdo das diferencas entre as
células derivadas de placentas de fetos fémea quando comparadas com as de
feto macho. Baseando-se nos diferentes estudos com fontes de CTMs diversas,
nossa hipétese € de que as ceélulas derivadas da ALAM de fetos fémeas

possuem caracteristicas mais vantajosas para uma aplicabilidade clinica futura.
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5. CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos neste estudo, contrario ao que foi
inicialmente postulado como hipétese, ndo podemos afirmar a existéncia de
disparidades entre as células derivadas da membrana alantoamniética, quando
comparamos o sexo fetal.

Ademais, as alteragOes observadas no cultivo celular de outras fontes de
CTMs sdo um indicativo de que essas caracteristicas podem nao ser restritas
aos anexos fetais e que talvez seja uma caracteristica intrinseca das CTMs

oriundas da espécie canina.
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