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IKEDA, T.L. Isolamento e caracterizacdo de células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo de bovinos. Botucatu, 2016. 54 paginas.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

As células-tronco mesenquimais (CTM) representam uma atrativa ferramenta
para a medicina regenerativa, a engenharia de tecidos e a terapia celular. Na
espécie bovina, as pesquisas sobre a caracterizacdo de CTM ainda séo raras,
principalmente utilizando-se o tecido adiposo como fonte de obtencdo. Com o
objetivo de isolar e caracterizar CTM derivadas do tecido adiposo de bovinos,
foram utilizadas amostras de seis vacas e isoladas CTM por meio de digestao
enzimética e cultivo celular em monocamada. As células em primeira (P0O) e
terceira passagem (P3) foram, entdo, submetidas a caracterizacao
imunofenotipica por citometria de fluxo. A diferenciacdo osteogénica e
adipogénica foi avaliada microscopicamente apés 10 dias de inducdo e por
gPCR em tempo real apés 3 e 15 dias de indugcdo. Foram obtidas células
fibroblastdides e aderentes ao plastico. Estas apresentaram, na citometria de
fluxo, marcacédo positiva para CD44 (86,6 % em PO e 76,6 % em P2) e
vimentina (82,48 % em P2), baixa marcacdo de CD34 (8,7 % em PO e 1,8 %
em P2) e marcacdo negativa para MHC Il (2,1 % em PO e 2,3 % em P2). Na
avaliacdo microscopica, todas as amostras responderam positivamente as
diferenciacbes nas linhagens osteogénica e adipogénica, além de
apresentarem expressao de osteopontina e colageno tipo | e PPAR-y,
respectivamente, pelo gPCR em tempo real. Nao foi observada a expressao de
osteocalcina em nenhuma amostra submetida a indugdo osteogénica. Os
resultados obtidos indicam o tecido adiposo de bovinos como uma fonte viavel

de CTM para medicina regenerativa e terapia celular.

Palavras-chave: vaca, marcadores de superficie celular, citometria de fluxo,

potencial de diferenciacéo, expressao génica



IKEDA, T.L. Isolation and characterization of bovine mesenchymal stem cells
derived from adipose tissue. Botucatu, 2016. 54 paginas. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Mesenchymal stem cells (MSC) are an interesting tool for regenerative
medicine, tissue engineering and cell therapy. In bovine species, MSC are not
well described. Therefore, the aim of this study was to isolate and characterize
bovine MSC obtained from adipose tissue. Samples from six cows were used to
isolate MSC by enzymatic digestion followed by monolayer culture. These cells
were, then, submitted to immunophenotyping by flow cytometer at first (PO) and
third (P2) passages. Osteogenic and adipogenic differentiation potential was
evaluated microscopically after 10 days of induction and by Real Time gPCR
after 3 and 15 days of induction. Cells showed plastic-adherent characteristic
and fibroblastoid morphology. They expressed CD 34 (8,7 % at PO e 1,8 % at
P2), CD44 (86,6 % at PO e 76,6 % at P2)and vimentin (82,48 % at P2) and did
not express MHC 1l (2,1 % at PO e 2,3 % at P2). All samples showed potential
to differentiate into osteogenic and adipogenic lineages and expressed
osteopontin and collagen type | and PPAR-y, respectively. Osteocalcin was not
expressed in any sample. Our results shows the possibility of using bovine

adipose tissue as a source of MSC for regenerative medicine and cell therapy.

Key words: cow, surface makers, flow cytometer, differentiation potential, gene

expression



1 INTRODUCAO

As células-tronco sdo consideradas uma grande promessa na terapia
celular, medicina regenerativa e engenharia de tecidos (FIGUEROA; KOCH;
BETTS, 2011). Essas células apresentam capacidade de autorrenovacao e de
diferenciacdo em outras linhagens celulares, sendo responsaveis por substituir
células danificadas ou mortas (BUNNEL et. al, 2008; FIGUEROA; KOCH;
BETTS, 2011). Além disso, as células-tronco secretam fatores paracrinos que
ajudam na reparacao de tecidos feridos (FIGUEROA; KOCH; BETTS, 2011) e
sua propriedade imunomoduladora torna-as atrativas para o tratamento de
doencas autoimunes e no auxilio contra a rejeicdo de tecidos e/ou 6rgaos
transplantados (SENSEBE et al., 2010; SHI; LIU; WANG, 2011).

Atualmente, os mecanismos biologicos pelos quais as CTM atuam
durante o processo inflamatério ou de reparacéo tecidual sédo foco de extensa
pesquisa. O melhor conhecimento da biologia e do comportamento dessas
células nas diversas espécies ndo apenas favorece seu uso como ferramenta
terapéutica na medicina veterinaria, como também representa uma importante
etapa para testes pré-clinicos de disturbios em humanos. Tradicionalmente,
utiliza-se a espécie murina como modelo experimental, entretanto, o uso de
animais de grande porte filogeneticamente mais proximos aos humanos tornou-
se cada vez mais interessante (BERNARDO; PAGLIARA; LOCATELLI, 2012).
O emprego desses animais torna-se atrativo principalmente em pesquisas de
longa duracdo, pois, além de apresentarem similaridades em fisiologia e
tamanho de 6rgdos com humanos, possuem uma expectativa de vida maior
que os animais de laboratério tradicionalmente utilizados (PATTERSON-KANE;
BECKER; RICH, 2012).

O bovino € um importante animal de producdo e com alto impacto
econdbmico. Problemas reprodutivos e musculoesqueléticos, como baixa
fertilidade, mastite e doencgas articulares, resultam em prejuizos na inddstria
leiteira e de carne (HERATH, et al.,, 2006; BARBOSA et al., 2014). Neste
contexto, as CTM podem ser consideradas uma alternativa para o tratamento

dessas enfermidades, melhorando a produgéo e diminuindo o descarte de



animais. Além disso, as CTM podem ser empregadas para aumentar a
eficiéncia de biotécnicas ligadas a reproducédo animal como producéo in vitro
de embrides e transferéncia nuclear de células somaticas (SCNT — KUMAR et
al., 2007).

Apesar de sua importancia como modelo experimental in vivo e de ser
uma promissora ferramenta terapéutica, pouco se conhece sobre as
caracteristicas biologicas das células-tronco na espécie bovina. Por esta razéo,
esse experimento teve como principal objetivo avaliar o comportamento das
CTM bovinas provenientes do tecido adiposo, visando emprega-las
futuramente no tratamento de disturbios reprodutivos e musculoesqueléticos
em bovinos, bem como utilizar essas células como modelo experimental para

doencas de outros animais.





