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CARACTERIZACAO DA INFECCAO EXPERIMENTAL PELO BoHV-5 EM
CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS E “NEURON LIKE CELLS”
DERIVADAS DE CORDAO UMBILICAL BOVINO

RESUMO - A infeccdo pelo herpesvirus Bovino tipo 5 (BoHV-5) resulta em
meningoencefalite ndo supurativa que € responsavel por perdas econémicas
significativas na América do Sul. Células tronco mesenquimais (CTM) séo
encontradas em diferentes tecidos fetais, como no corddo umbilical que possui
diversos fatores favoraveis para obtencdo destas células. O objetivo da
presente pesquisa foi avaliar o isolamento e a viabilidade das CTM bovinas e
sua capacidade de diferenciagdo em outros tecidos de origem mesenquimal,
como as “neuron-like cells” - células semelhantes a neurdnios - (CSN), e avaliar
a possibilidade da utilizacdo das mesmas como modelo de infeccéo
experimental com BoHV-5. As CTM foram isoladas da geleia de Wharton e
diferenciadas em tecido adiposo, cartilagem, 6sseo e CSN. As linhagens
celulares foram caracterizadas pela expressao genica e imunofenotipicamente,
utilizando a técnica de PCR, imunocitoquimica e citometria de fluxo,
respectivamente. O conjunto de primers e painel de anticorpos primarios,
empregados na experimentacdo, permitiu caracterizar as células tronco e sua
diferenciacdo em células neuronais. Apos a adaptacao e diferenciacdo, ambas
as células foram infectadas pelo BoHV-5, exibindo efeito citopatico e taxa de
replicacdo viral aumentada 72 h pos infeccdo. A técnica de hibridizacdo in situ
identificou as particulas virais no interior das CSN e no meio extracelular. Os
resultados demonstram a capacidade de diferenciacdo das CTM em outros
tipos celulares e a possibilidade da utilizagdo das mesmas como modelo de
infeccdo in vitro de células neuronais pelo BoHV-5. Estes resultados
corroboram o uso de MSC como fonte de NLC para uso no estudo da

patogénese da infeccdo experimental pelo BoHV-5.

Palavras-chave: Geléia de Wharton, neurbnios, herpersvirus bovino tipo 5,

cultivo celular, infeccao viral.



EXPERIMENTAL BoHV-5 INFECTION OF MESENCHYMAL STEM CELLS
AND NEURON LIKE CELLS DERIVED FROM BOVINE UMBILICAL CORD.

SUMMARY - Bovine Herpesvirus type 5 (BoHV-5) infection results in non-
suppurative meningoencephalitis which underlies significant economic losses in
South America. Mesenchymal stem cells (MSCs) are found in fetal tissues,
such as the umbilical cord. The goal of this research was to characterize the
isolation and viability of bovine umbilical cord MSCs for in vitro differentiation
into "neuron-like cells" (NLC) to be used as a model for experimental infection
with BoHV-5. MSCs were isolated from Wharton's jelly and differentiated in vitro
into adipogenic, chondrogenic, and osteogenic cells as well as NLC. The cells
lines were characterized molecularly and immunophenotypically, using PCR,
immunocytochemistry, and flow cytometry. The set of primers and panel of
primary antibody used in the experiments confirmed the isolation of
mesenchymal stem cells and their differentiation into neuronal-like cells. After
adaptation and differentiation, the cells were infected with BoHV-5, exhibiting
typical cytopathic effect and increased viral replication rate 72 h post-infection.
Viral particles were identified in the NLC and in the extracellular environment.
by in situ hybridization These results corroborate the use of MSCs as a source
of NLC which can be used to study the pathogenesis of the experimental in vitro
infection wtih BoHV-5.

Keywords: Wharton's jelly, neurons, bovine herpesvirus-5 (BoHV-5),
herpersvirus, cell culture, viral infection
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1 INTRODUCAO

As células tronco sédo definidas pela sua capacidade funcional de auto
renovacdo e a possibilidade de gerar um grande numero de diferentes
linhagens celulares. Por serem indiferenciadas, tém a capacidade de constituir
gualquer tecido e até um organismo completo. Durante a embriogénese, 0
desenvolvimento tecidual se constitui na morfogénese das células proliferadas,
migracdo e diferenciacdo, porém nem todas as células se diferenciam durante
esse processo, restando células quiescentes que se acredita serem
responsaveis pela renovacao celular tecidual e pela formacéo de novas células
indiferenciadas. As células tronco podem ser isoladas de embrido e de tecidos
especificos ja diferenciados, mas seu potencial para diferenciacdo, em todos 0s
tipos celulares, torna-se restrito a partir do momento que as células, ao longo
do tempo, passam a constituir os tecidos, nos quais estas células compdem
(SANCHEZ-RAMOS, 2002).

Pesquisas tém mostrado que células tronco de tecidos especificos séo
capazes de dar origem a uma linhagem celular diferente daquela encontrada
no tecido de origem. Um exemplo tipico, sdo as células troncos neuronais que
podem ser originadas de linhagem de células sanguineas (BJORNSON et al.,
1999), ou a partir do corddo umbilical do homem e de bovinos (RAOUFI et al.,
2011; ZHANG et al., 2011). Células estromais da medula éssea, tecido adiposo
e da geleia de Wharton podem dar origem a tecido muscular esquelético,
musculo cardiaco, adipdcitos, condrocitos, matriz 6ssea (VIEIRA et al., 2010),
hepatdcitos (ANZALONE et al., 2010), células da glia e outras semelhantes a
neurdnios (LI et al., 2009). A existéncia de células indiferenciadas, apds o
nascimento, com capacidade de ampla proliferacdo e diferenciacdo, tem
possibilitado o seu uso no tratamento autélogo de doencas degenerativas, pos-
traumaticas e hereditarias (SANCHEZ-RAMOS, 2002).

As células tronco mesenquimais (CTM) derivadas da medula 6ssea tém
sido amplamente estudadas, mas a obtencdo destas células envolve

procedimentos invasivos. Além disso, o potencial de diferenciacdo das células
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tronco mesenquimais da medula 6ssea diminui drasticamente com o avangar
da idade (BIEBACK et al., 2004). O tecido adiposo é outra fonte abundante de
células tronco, facilmente acessivel, com grande concentracdo de células
indiferenciadas. No entanto, a obtencdo dessas células para a realizacdo do
isolamento também requer procedimentos invasivos (KERN et al., 2006).

O corddo umbilical é considerado importante fonte de CTM, as quais séao
derivadas das células sanguineas, mas tem baixa taxa de isolamento em
cultivo, e seu potencial de diferenciacdo mostrou-se falho apés inducdo do
processo de diferenciacdo em tecido 6sseo, adiposo e cartilaginoso (KERN et
al., 2006; LEE et al., 2004).

A procura de uma nova fonte para se realizar o isolamento das células
tronco mesenquimais se faz necessaria e a geleia de Wharton (GW) do cordao
umbilical é considerada rica em CTM (MARESCHI et al., 2001). Devido a facil
obtencdo, por ndo requerer processos invasivos e ser isenta dos aspectos
éticos, a geleia de Wharton mostra-se uma boa fonte para obtencdo de CTM.
Possui outras vantagens como a rapida proliferagcdo em cultura e possibilidade
de criopreservacgéao, logo apos a colheita (ZHANG et al., 2011)

O Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) é um Alphaherpesvirus associado a
meningoencefalite ndo supurativa em bovinos jovens. Diferente do BoHV-1,
cuja distribuicdo é ampla por todo o mundo, o BoHV-5 mostra-se restrito a
América do Sul. As razbes para esta particular distribuicio s&do ainda
indeterminadas, sendo os surtos mais frequentes no Brasil e Argentina
(SALVADOR et al., 1998; PEREZ et al., 2002).

As propriedades inerentes do crescimento do BoHV-5 in vitro permitem a
identificacdo de linhagens de células susceptiveis a infeccdo viral e o
estabelecimento de suas curvas de crescimento (SCHUDEL et al., 1986). A
experimentacdo animal, a partir da inoculagdo de duas linhagens de BoHV-5,
resultou no desenvolvimento de alteracfes neuroldgicas, que sao fatais para 0s
animais jovens, ou ocorréncia de infec¢des latentes (MEYER et al.,, 2001).

Estas pesquisas foram realizadas de forma independente em diferentes



18

condicbes de experimentacdo, sem a comparacdo da patogenia dessas
linhagens (LADELFA et al., 2011).

Donofrio et al. (2005) fizeram uso das CTM da medula 6ssea de bovino
para estudar o comportamento dessas células frente a infeccéo viral causada
pelo BoHV-4, pois evidéncias de sua patogenia tem sugerido que o local de
persisténcia da infeccdo natural ou experimental em bovinos tem sido
monaocitos, macréfagos ou CTM da medula déssea (DONOFRIO; VAN
SANTEN., 2001).

Com o intuito de compreender as interagfes virais durante a infecgdo, a
pesquisa objetivou realizar o isolamento das CTM do corddo umbilical bovino,
promover a diferenciacdo em outros tipos celulares como a CSN e promover a

infecgao in vitro com BoHV-5.

2 HIPOTESES

2.1 O corddo umbilical bovino pode ser uma fonte viavel de células

mesenquimais indiferenciadas derivadas da geleia de Wharton.
2.2 O cocultivo desses componentes pode resultar em uma monocamada de
células heterogéneas, com propriedades de diferenciacdo em células 6sseas,

condrécitos, adipécitos e células semelhantes a neurdnios (CSN).

2.3 A diferenciacdo em CSN e a sua subsequente manutencado in vitro
apresentam susceptibilidade a infeccdo pelo Herpesvirus bovino tipo 5.

3 OBJETIVOS

3.1 Promover o isolamento e manutencdo de células mesenquimais

indiferenciadas, obtidas a partir do contetdo do cordao umbilical bovino.
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3.2 Realizar a diferenciacdo e a caracterizacdo osteogénica, condrogénica,
adipogénica e neurogénica, bem como realizar cariétipo e deteccdo de
antigenos de superficie celular por citometria de fluxo acustica e

imunocitoquimica.

3.3 Induzir a diferenciacdo em CSN, padronizar o seu cultivo in vitro e
caracteriza-las, imunofenotipicamente por citometria de fluxo acustica para

antigenos de superficie.

3.4 Promover a infeccdo experimental com o Herpesvirus bovino tipo 5 e
observar efeitos citopaticos, titulos virais e expressao da glicoproteina C (gC)

pela técnica de PCR em tempo real em diferentes periodos pés-infeccéao.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. FONTES DE CELULAS MESENQUIMAIS

As CTM foram isoladas pela primeira vez da medula 0ssea como
precursores de fibroblastos ou células estromais. Estas células indiferenciadas
tém potencial para se diferenciarem em células mesenquimais, mesodermal,
neuroectodermal ou da linhagem endodermal (JIANG, et al., 2002). Estas
células tém sido isoladas de varias espécies incluindo a humana (PITTENGER,
et al., 1999), camundongos (PEREIRA, et al., 1995), ratos (WAKITANI, et al.,
1995), cdes (KADIYALA, et al.,, 1997), babuinos, suinos, ovelhas, cabra,
coelhos (MOSCA, et al., 2000) e felinos (MARTIN, et al., 2002). Khatri et
al.(2009) foram os primeiros a realizar os isolamentos de CTM em aves apos
eclosdo dos ovos, existindo relatos do isolamento dessas células de ovos
embrionados.

A CTM da medula éssea (CTM-MO) é geralmente conhecida como
precursor das células estromais deste 6rgdo, as quais podem auxiliar na

hematopoese. E reconhecido que seu potencial de diferenciagdo em células
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mesenquimais € marcante, podendo se diferenciar em osteoblastos,
condrdcitos, adipécitos, midcitos cardiacos, entre outras células (PITTENGER
et al., 1999). Além disso, € possivel fazer a diferenciacdo dessas células em
neurénios, os quais derivam do ectoderma (WOODBURY et al., 2000). Em
modelos experimentais a CTM melhora o curso de encefalites autoimunes
cronicas como na esclerose multipla e outras desordens neurodegenerativas
(KASSIS et al., 2008).

A CTM da medula 6ssea expressam fatores de transcricdo como PouV,
Sox2 e Nanog e se diferenciam em linhagem ostedcitos e adipécitos quando
cultivadas em condic6es apropriadas. PouV é um homélogo do Oct4 dos
mamiferos e esta relacionado com a inibicdo da diferenciacdo genotipica e
regulacdo da renovacao celular e pluripotencialidade (PAN et al., 2002). Oct4
interage com outros genes reguladores embrionarios, tais como o Sox2 e
Nanog, os quais estdo também envolvidos na regulacdo da pluripotencialidade
e inibicdo da diferenciacdo (BOIANI; SCHOLER, 2005). A diferenciacdo de
muitas linhagens de células tronco esta correlacionada com a presenca de
Oct4 que regula a expressao de varios genes expressos nessas celulas, tais
como o fator de crescimento fibroblastico e a transcricdo do Rexl e Sox2
(BEN-SHUSHAN et al., 1998).

A diferenciagédo adiposa pode ser induzida com associacdo de diversos
produtos como: insulina e dexametasona que séo utilizados, rotineiramente
para estimular a transformagéo das células tronco em adipécitos (KHATRI et
al., 2009). Apds a indugcdo observa-se a presenca de vacuolos repletos de
lipideos e a expresséo dos genes de aP2 e PPAR-y2. O PPAR-y2 & um fator de
transcricdo especifico para adipdcito, induzido durante os estagios iniciais da
diferenciacdo, sendo fundamental na diferenciacao e estabilizacdo das funcdes
metabolicas (LAZAR, 2002; ROSEN et al., 1999).

A fonte mais comum para o uso clinico de CTM no homem e nos
animais é a medula 6ssea (FRASSONI et al., 2002). Embora esta fonte esteja
disponivel e ndo tenha problemas com questbes éticas, a frequéncia e

capacidade de diferenciacdo das CTM diminuindo ao longo do tempo. Como o
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uso de tecido fetal para terapia com células tronco apresenta restricdes e esta
associado com alta taxa de contaminagéo bacteriana e fangica (IN'T ANKER et
al.,, 2004), os tecidos extra embriondrios, incluindo a placenta e o cordéo
umbilical (KOGLER et al., 2004), fluido aminidtico (PRUSA et al.,, 2003) e
matriz do corddo umbilical (RIORDAN et al., 2007) séo recrutados como fontes
adequadas de CTM.

O sangue do corddo umbilical representa a principal fonte de células
tronco imaturas, incluindo hematopoiéticas e mesenquimais. Devido ao alto
potencial dessas células serem cultivadas e diferenciadas in vitro, elas tém
despertado grande interesse no seu uso para terapia celular e génica,
clonagem e métodos biotecnolégicos (DONOFRIO et al., 2005). As células
mesenquimais isoladas do corddo umbilical de bovinos exibem morfologia
semelhante a fibroblastos, capacidade de aderir e proliferar extensivamente in
vitro e manter seu aspecto morfolégico, associado as caracteristicas de
crescimento ao longo das passagens (RIORDAN et al., 2007).

E relatado que as células mesenquimais do corddo umbilical humano
apresentam alta tendéncia a diferenciacdo osteogénica e adipogénica, em
comparacdo com as CTM da medula 6ssea (CHANG et al., 2006). As células
mesenquimais bovinas do corddao umbilical apresentam capacidade
osteogénica mais marcante do que potencial para a diferenciacdo adiposa
(RAQUFI et al., 2011). A proliferagéo e expanséo das células mesenquimais do
corddo umbilical bovino foram similares a do homem e em maior numero
guando comparado com as células mesenquimais da medula 6ssea (CHANG
et al., 2006; RAOUFI et al., 2011).

A possibilidade de isolar as células tronco para 0 seu uso em terapia
celular motivou os pesquisadores veterinarios a direcionar suas linhas de
pesquisas as novas fontes de obtencdo de células tronco, na tentativa de
minimizar os riscos para doadores e receptores dessa nova terapia (CARLIN et
al., 2006). Em 2006, realizou-se o primeiro relato em medicina veterinaria do
isolamento das células da geleia de Wharton (GW) do corddo umbilical de

suino. O alto potencial dessas células, quando cultivadas e diferenciadas in



22

vitro, tem gerado grande interesse para seu uso como célula indiferenciada,
terapia génica, clonagem, virologia e estudos biotecnolégicos (CARLIN et al.,
2006).

Pesquisas tém sugerido que a GW contém CTM que podem se
diferenciar em linhagem de células derivadas da ectoderme, mesoderme e
endoderma e também serem cultivadas in vitro e criopreservadas (MAJORE et
al., 2011). Tais células ndo séo derivadas das células sanguineas do cordéo
umbilical, mas da matriz tecidual que envolve os vasos do corddo umbilical.
Para evitar confusfes, estas células sdo denominadas de “células troncos
mesenquimais da matriz do corddao umbilical”, para distinguir daquelas células
do endotélio ou do sangue do corddao umbilical (MITCHELL et al., 2003).

As CTM derivadas da GW tém propriedades génicas muito semelhantes
as CTM-MO, além de expressar marcadores de superficie similares como
CD117 (FONG et al., 2011). Suas caracteristicas imunes sao parecidas com as
CTM-MO, pois CTM-GW expressa complexo de histocompatibilidade | (MHC ),
mas nao a expressdao MHC Il. Alguns pesquisadores tém demonstrado que tais
células apresentam  moléculas que podem exercer atividades
imunomoduladoras (WEISS et al., 2008).

Esta fonte de células tronco tem como vantagem o isolamento inicial
rapido de um grande namero de células, evitando a necessidade de extensivas
multiplicacbes e danos de potencial epigenético. As CTM-GW tém a vantagem
de serem isoladas de estruturas fetais durante o periodo que antecede o
nascimento, permitindo que as células sanguineas do corddo umbilical possam
ser bem transplantadas para outro organismo sem o desenvolvimento de
respostas adversas contra as células transplantadas (BOQUEST et al., 2006).

O tecido adiposo € uma fonte abundante e acessivel de células tronco.
Estas células, denominadas de células tronco estromais derivadas do tecido
adiposo (CTM-TA), sdo semelhantes a fibroblastos na sua morfologia, sendo
capaz de diferenciar em varios tecidos, caracteristica essa encontrada em
diferentes espécies (TORRES et al.,, 2007). Varios pesquisadores tém

demonstrado que as células mesenquimais humanas, encontradas no estroma
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vascular do tecido adiposo subcutaneo, sdo capazes de diferenciar em
multiplas linhagens, na presenca de meio indutor especifico para a linhagem.
As CTM-TA podem ser coletadas a partir de um processo rapido, sendo um
importante passo para o estudo da terapia celular (SEO et al., 2005).

Com o uso de metodologia desenvolvida por Viera et al. (2010), foi
possivel coletar células tronco do tecido adiposo subcutaneo de 10 caes, a
partir da lipossuccéo e por biopsia, com taxa de 100% de sucesso. Durante a
experimentacdo foi observado que as células mantém as mesmas
caracteristicas de outras células tronco, como aderéncia na superficie plastica
do cultivo celular, o que possibilitou a multiplicacao in vitro, atingindo namero
suficiente para utilizacdo terapéutica. Notou-se também, a manutencdo do
namero de cromossomos e a possibilidade CTM-TA serem criopreservadas em

nitrogénio liquido sem ocorréncia de morte celular (VIERA et al., 2010).

4.2 MODELOS ANIMAIS COM CELULAS TRONCO

Os primeiros trabalhos utilizando células tronco ocorreram em equinos
pelo uso destas células em injurias causadas em tenddes e cartilagem (SMITH
et al., 2003), mas sabe-se que estas células eram derivadas, na sua grande
maioria, de células tronco embrionarias (CTE), que foram classificadas em
totipotente e pluripotente, sendo que estas Ultimas sO poderiam ser
diferenciadas em tecidos de origem mesodérmica, ectodérmica e endodérmica.

O corddao umbilical representa a principal fonte de células tronco
imaturas tanto da linhagem hematopoética quanto células mesenquimais. Este
material, durante muito tempo, foi considerado como um residuo bioinfectante,
apos o nascimento (DONOFRIO et al., 2005). Com a descoberta desta fonte de
células tronco e seu potencial de diferenciacédo in vitro, o uso de CTES, passou
a ter papel secundario na terapia utilizando CTM do corddo umbilical (Figura 1),

principalmente no homem e no equino (SCHAUWER et al., 2011).
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FIGURA 1-Classificacdo das células tronco. Detalhes especificos das CTEs e outros
tipos de células tronco, com énfase nas CTM e sua capacidade de diferenciacdo em
tecido mesodermal e linhagem de células ndo mesodérmicas. (Esquema adaptado
SCHAUWER et al., 2011).

A CTM do cordao umbilical equino derivadas de células hematopoiéticas
e coletadas em bolsas de sangue, foram cultivadas e diferenciadas em
condrdcitos, ostedcitos e adipécitos. Estas células indiferenciadas mostram, ja
desde o inicio, capacidade de serem congeladas e descongeladas, sem
alteracdo na sua morfologia e propriedades de replicagdo em cultivo celular
(KOCH et al., 2007). Devido a importancia que estas células possuem para o
Seu uso na terapia autbloga, se faz necessario que as células tronco equinas
necessitem ser caracterizadas para ser classificadas como CTM, independente
de sua localizacdo. Critérios para esta classificacdo sdo apresentados por
Schauwer et al. (2011): i- As células tem que ser aderentes no cultivo celular; ii-
expressarem CD73, CD90 e CD105; iii- serem capazes de diferenciar-se em
outros tecidos como O6sseo, cartilaginoso e adiposo. No entanto, esta
caracterizacdo se mostra dificil pela falta de anticorpos especificos para

animais.
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Um dos primeiros trabalhos que utilizou CTM do corddo umbilical de
ovinos foi realizado por Fuchs et al. (2005), no qual a partir do uso das células
tronco diferenciadas em células cartilaginosas foram comparadas com células
da cartilagem de fetos. A cartilagem derivada das CTM mostrou significante
guantidade de matriz extracelular, que se constitui de glicosaminoglicanos,
coldgeno e elastina, estando esta Ultima em menor quantidade quando
comparado com a cartilagem de origem fetal. A partir desses resultados os
autores afirmam que este tecido pode ser utilizado no tratamento de anomalias
congeénitas.

As pesquisas utilizando as células tronco de bovinos sdo escassas, 0
primeiro relato de isolamento, cultura, caracterizacdo e diferenciacdo € de
Raoufi et al. (2011) que, devido as caracteristicas de facil obtencdo e baixa
imunogenicidade das células hematopoiéticas, isolou células de 7 corddes
umbilicais bovinos. Estas células, apds serem isoladas em cultura, mostraram
morfologia fusiforme, tendo a capacidade de se diferenciar em tecidos
mesodérmicos e apresentando mRNA para Oct-4 e CD73, determinados pela
técnica de RT-PCR.

4.3 PROPRIEDADES DAS CELULAS MESENQUIMAIS

As células mesenquimais formam uma populagcéo de células clonais com
caracteristicas muito semelhantes aos fibroblastos e a capacidade de se
diferenciar em mdltiplas linhagens de células de mesma origem
(FRIEDENSTEIN, 1976). De acordo com suas caracteristicas Caplan (1991)
denominou estas células de “células tronco mesenquimais”, outro termo
frequentemente utilizado é “células estromais mesenquimais indiferenciadas”.
As CTM-MO séo capazes de aderir a superficie plastica da cultura celular,
caracterizam-se pelo longo periodo de sobrevivéncia, pela auto renovacgéo, e
pela propriedade de se diferenciar em tecidos conectivos tais como
osteoblastos, condrécitos e adipoécitos (SECCO et al., 2009). Outros estudos

tém demonstrado que estas células podem se diferenciar em outros tipos
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teciduais derivados do mesoderma (neurdnios), do endoderma (tais como
hepatécitos e células pancredticas), expandindo o seu potencial para uso
clinico (ANZALONE et al., 2010).

Todas as populacbes compartilham alta similaridade fenotipica com as
células mesenquimais da medula d&ssea, com algumas excecgoes,
particularmente para os marcadores de superficie que diferenciam as linhagens
celulares e a capacidade imunomoduladora. Todas as linhagens, no entanto,
sdo capazes de se diferenciar em células mesenquimais e ndo mesenquimais
(ANZALONE et al., 2010).

4.4 CARACTERISTICAS DO CULTIVO IN VITRO

Estudos recentes tém mostrado que as CTM do corddao umbilical
apresentam muitas das suas propriedades imunofenotipicas semelhantes as
propriedades CTM-MO, incluindo um conjunto de marcadores de diferenciacao,
neuronal e moléculas de adeséao extracelular. Os marcadores de superficie das
CTM do cordado umbilical do homem quando comparados com a CTM-MO,
exibem em comum a expressao de CD13, CD29, CD44, CD90, CD105, CD146.
Além disso, apresentam o mesmo ciclo celular, diferenciacdo em adipdcitos,
osteogénica, citocinas, bem como o desenvolvimento de funcdes
hematopoiéticas (MALGIERI et al., 2010).

A diferenca entre as duas linhagens celulares esta relacionada com:
unidade formadora de colénia fibroblastica (UFCF) que é maior nas células do
corddo umbilical do que nas células da medula 6ssea. A UFCF representa as
células mesenquimais progenitoras, 0 que sugere maior concentracdo de CTM
no corddo umbilical quando comparado com a medula 6ssea (BAKSH, et al.,
2007). A proliferacdo da CTM do corddo umbilical € duas vezes mais rapida ao
longo do tempo, e ndo mostra mudancgas significativas apés a 302 passagem.
Em contraste, CTM da medula 6ssea exibe proliferacdo mais lenta, sofrem
transformacoes, as quais se tornam mais significantes ap0s a sexta passagem
(MALGIERI et al., 2010).
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A comparacao da expressdo de alguns marcadores de superficie entre
as CTM-MO e CTM do corddo umbilical tem mostrado diferencas quanto a
expressdo do CD106 e do antigeno de leucocito humano (HLA-DR), quando se
comparam os dois tipos de linhagem celular. A diferente expressdo do CD106
nas CTM do corddo umbilical e da medula 0ssea pode representar um
indicador especifico para identificagdo das CTM periféricas derivadas da
medula 0ssea, devido a baixa expressao do CD106, em outros tipos de células
tronco. Além disso, Lu et al. (2006) verificou a baixa expressao do HLA-DR nas
CTM do cordao umbilical, o que pode favorecer o seu uso na terapia celular
alogénica.

Células tronco estromais derivadas do tecido adiposo de cdes foram
isoladas e caracterizadas por Vieira et al. (2010) e foram cultivadas em meio
DMEM e suplementadas com soro fetal bovino, o que tem se mostrado
importante para o estabelecimento e proliferacdo da cultura in vitro. Observa-se
gue esta linhagem celular é facilmente cultivada in vitro e exibe morfologia
semelhante a fibroblastos, o que € similar ao encontrado na linhagem humana.
As células tanto humanas quanto caninas nas passagens iniciais e tardias,
mantem a caracteristica diploide do cariétipo somando-se 78 cromossomos
(VIEIRA et al., 2010).

4.5 CELULAS SEMELHANTES A NEURONIOS

Dois paradigmas do desenvolvimento biolégico tém  sofrido
reformulagcfes nos ultimos anos. O primeiro deles é que neurdnios em cérebro
ja desenvolvido ndo regeneram. Esta afirmacdo tem sofrido mudancas pela
evidéncia de que novos neurbnios sdo formados a partir das zonas
germinativas do hipocampo e zona subventricular em roedores e humanos ao
longo da vida (GAGE, 2000). O segundo conceito é sobre a transformacéo de
uma célula diferenciada com fendtipo especifico, em outro tipo celular com
caracteristicas e fenotipicamente diferente. Evidéncias experimentais tém

provado que as células derivadas de um tecido adulto podem se diferenciar em
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um tipo celular fenotipicamente que ndo € normalmente encontrado no tecido
de origem (SANCHEZ-RAMOS, 2002).

Segundo as observacgdes de Li et al. (2009) as CTM sédo capazes de se
diferenciar em osteoblastos e células neuronais, quando induzidas in vitro. Este
potencial pode representar uma nova fonte para a terapia celular, relacionada
com doencas do sistema nervoso e ostedide. O trabalho desenvolvido por Li et
al. (2009), investigou a morfologia e a diferenciacao fenotipica dos osteoblastos
e de células neuronais, a partir de células tronco mesenquimais, derivadas da
medula 6ssea de patos. Entretanto, estudos futuros ainda precisam identificar
as caracteristicas funcionais dessas células e sua viabilidade para os
procedimentos de transplantes celulares.

Por outro lado, a diferenciacao das células tronco para o uso na terapia
de lesbes neuronais continua sendo o grande desafio para os pesquisadores,
pois ainda ndo foram obtidos resultados promissores. Progenitores neuronais
podem ser gerados a partir de células tronco indiferenciadas, usando somente
0s estagios iniciais de diferenciacdo em meio de cultura (BILLON et al., 2002).
A fim de se obter oligodendrécitos a partir de células tronco indiferenciadas,
Chua et al. (2009) utilizaram condicdes de cultivo especificas para criar
microambientes similares ao in vivo, a fim de se obter a diferenciacéo temporal
dos oligodendrocitos. Ap6s 21-30 dias em cultura, as células exibiram
caracteristicas morfolégicas de oligodendrécitos, com multiplas ramificacdes
irregulares e projecbes que lembram muito as observadas em culturas de

oligodendrdcitos de origem neuronal.

4.6 MODELOS VIRAIS EM CELULAS MESENQUIMAIS

As células tronco também podem se destinar ao isolamento e
caracterizacao das infecgOes virais. Khatri et al. (2010) foram os primeiros a
caracterizar as células estromais mesenquimais (CEM) de pulméo de aves.
Estas células exibiram morfologia fibroblastica, expressaram marcadores de

células pluripotentes e diferenciaram-se em adipOcitos e ostedcitos,
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evidenciando a indiferenciacdo celular. Como outras CTM da medula 6ssea de
aves e de outras espécies, as do pulmdo também apresentaram inibicdo da
proliferacdo in vitro de células T quando estimuladas por alguns mitdbgenos e
susceptibilidade a infeccéo ao virus da influenza aviaria.

A infeccdo promovida pelo BoHV-4 demonstra o comprometimento de
muitos tecidos, o que sugere que a persisténcia viral pode ocorrer em células
da linhagem monocitica/macrocitica de animais infectados experimentalmente
e de forma natural (DONOFRIO; VAN SANTEN, 2001). A partir das
observacbes de que macrofagos circulantes sao derivados das células da
medula 6ssea e que as células estromais da medula 6éssea promovem a
diferenciacao e proliferacao das células hematopoiéticas neste 6rgao, Donofrio
et al. (2005) hipotetizaram que as CTM poderiam ser alvo da infeccdo pelo
BoHV-4. A comprovacgdo dessa hipotese ocorreu quando se isolou e infectou
as CTM, comparando-as com as células MDBK (“Madin Darby Bovine Kidney”)
e BEK (“Bovine Embryonic Kidney”) também infectadas, e constatou-se que a
titulacao viral foi maior na linhagem de células tronco do que nas demais.

AS CTM do homem, bem como de outras espécies de mamiferos,
revelou fun¢des imunorregulatérias e anti-inflamatorias tanto in vitro como in
vivo. As células mesenquimais suprimem a proliferacdo de células T,
provavelmente via mecanismos que sao independentes do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC). Varios fatores soluveis tais como o TGF-f3, fator de
crescimento de hepatocitos, oxido nitrico (NO), e prostaglandina E2 (PGE2),
sdo mencionados como mediador de supressao das células T por CTM (IYER;
ROJAS, 2008; MAJUMDAR et al., 1998).

A cultura de CTM autélogas in vitro é infundida por via intravenosa sem
o desenvolvimento de reacdes autoimunes. Estudos preliminares mostraram
gue a infusdo de CTM promoveu redugcdo da resposta inflamatoria pds
transplante em pacientes transplantados de intestino e figado (LE BLANC et
al., 2004). A reposta imunomodulatoria € deletéria segundo Sudin et al.(2006)
pela transmissdo de algumas doencas virais tais como virus do Epstein Barr,

citomegalovirus, herpes simples tipo 1, entre outros. De acordo com suas
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observacBes estes virus podem ser detectados nas CTM por meio da
sorologia, mas a amplificacdo do DNA viral, por meio da reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), se torna prejudicada. Embora a deteccdo molecular seja
falha, estas células mesenquimais expressam, na sua superficie, receptores
virais como CD13, CD21 e CD46, relacionados a infec¢éo pelo citomegalovirus,
Epstein Barr e herpes simples 1, respectivamente (PESSINA et al., 2009;
SUDIN et al., 2006).

4.7 HERPESVIRUS BOVINO TIPO 5

O BoHV-5 é o agente infeccioso membro da familia Herpesviridae, sub-
familia Alphaherpesvirinae, muito semelhante ao virus da pseudoraiva suina,
responsavel pela meningoencefalite necrética em animais jovens, que acarreta
significantes perdas econémicas no gado de corte no Brasil e por todo o0 mundo
(FAUQUET et. al., 2004). Como destacado por Del Médico Zajac et al. (2010)
as perdas econbmicas exatas causado pelo BoHV-5 ainda ndo estdo bem
definidas, devido ao subdiagnéstico.

A distribuicdo geografica deste virus € limitada, com alta incidéncia de
doencas neurologicas em paises da América do Sul, principalmente Brasil e
Argentina, sendo o seu relato esporadico em outras partes do mundo (PESHEV
et al., 1998).

E importante ressaltar que o BoHV-5 ja foi, ocasionalmente, isolado de
cérebro de bovinos acometidos por outras doengas neuroldgicas, tal como a
raiva (SPILKI et al., 2003). No estudo realizado por Campos et al. (2009) para
determinar a prevaléncia do BoHV-5 e BoHV-1 em fragmentos do nervo
trigémeo de 200 bovinos (sem sinais clinicos das doencas) no estado do Rio
Grande do Sul, notou-se laténcia de ambos os virus em 75,9% das amostras.
Neste trabalho a prevaléncia do BoHV-5 no rebanho foi de 93,1%, revelando a
importancia desta enfermidade para o rebanho nacional.

Testes sorologicos de rotina utilizando uma cepa viral, muitas vezes, séo

incapazes de distinguir entre o BoHV-1 e o BoHV-5, devido a sua baixa
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sensibilidade e principalmente pela semelhanca antigénica. O emprego de
diversas estirpes virais do BoHV-5 no desenvolvimento da soroneutralizagao
tem demonstrado aumento de sensibilidade da técnica, podendo-se fazer a
diferenciacdo entre os dois virus que apresentam homologia antigénica, e ser
utiizado como ferramenta na caracterizacdo e erradicacdo do virus de
determinadas regides (VARELA et al., 2010).

Esta caracteristica de homologia foi sugerida como a responsavel pela
protecao cruzada entre 0s virus, através da imunizacao ativa e passiva, que ja
fora demonstrada experimentalmente em bovinos (CASCIO et al., 1999). Essa
reatividade cruzada tem sido responsabilizada, em parte, pela baixa
prevaléncia do BoHV-5 e, pela ocorréncia rara da enfermidade neuroldgica, em
paises que vacinam bovinos regularmente contra o BoHV-1 (D’OFFAY et al.,
1995), mas segundo Del Médico Zajac et al. (2010) a baixa prevaléncia dos
casos de BoHV5 se deve ao ndo reconhecimento da doenca que é
subdiagnosticada.

O BoHV-5 é neuroinvasivo e neurovirulento tanto na infeccdo natural
como na infeccdo experimental em bovinos (PEREZ et al., 2002), ovelhas
(SILVA et al.,1998), coelhos (CARON et al., 2002) e em cabras jovens, que
podem atuar como transmissores da enfermidade para bovinos, em condi¢gbes
naturais, nos momentos de imunossupressao, pois o virus desenvolve laténcia
nessa espeécie, e € comum a pratica de bovinos e caprinos em mesmo pasto no
Brasil (DIEL et al., 2005).

No isolamento viral, o sistema de cultivo celular continuo, os
Alphaherpesvirus replicam-se rapidamente e produzem efeito citopatico
caracteristico. As células mais utilizadas para este proposito sao as derivadas
de células bovinas, como a MDBK (CARDOSO et al., 2007). Entretanto,
trabalhos revelam a baixa sensibilidade deste método, no que se refere ao
isolamento direto do BoHV-5 de amostras clinicas (BLANCO-VIEIRA et al.,
1998). Porém segundo Vogel et al. (2003) esta baixa sensibilidade esta
relacionada com a regido escolhida do SNC para o isolamento, pois a

concentracgdo viral difere de uma regido do encéfalo para outra.
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A meningoencefalite causada pelo BoHV-5 em bovinos tem algumas
caracteristicas em comum com outras encefalites herpéticas em humanos e
outras espécies animais. Herpesvirus humano tipo 3 (conhecido como
Varicella-Zoster Virus 1), Virus Herpes Simples (HSV) e Herpesvirus equino
tipo 1 (EHV-1) induzem a uma intensa reagdo inflamatdria perivascular e
resposta celular, semelhante ao BoHV-5. H& grande numero de relatos
descrevendo as lesdes histologicas associadas com a infeccdo natural e
experimental desenvolvida por estes agentes, no entanto, os mecanismos
imunopatoldgicos para o desenvolvimento das lesdes neurolégicas ndo sao
completamente entendidos (CARDOSO et al., 2010a).

Cardoso et al.,, (2010b) ao utilizarem a imunoistoquimica aliada a
hibridizacao in situ, correlacionaram a presenca BoHV-5 com as proteinas do
estresse oxidativo, expressdo de proteinas sinapticas e metaloproteinase-9 em
regidbes do SNC que apresentavam infiltrado mononuclear, satelitose e
manguitos perivasculares. A compreensao da expressao destes mecanismos
proporciona novas perspectivas para o0 entendimento da patogénese e
estratégias de interacdo virus/hospedeiro para comprometimento do SNC.
Pacientes infectados pelo Herpesvirus humano tipo 3, desenvolvem alteracdes
neurologicas caracteristicas de esclerose multipla, tendo como mecanismo
patogénico para o desenvolvimento da lesdo a participacdo de reposta
inflamatoria humoral mediada por linfocitos B, associada a producéo de 1gG
(BRETTSCHNEIDER et al., 2009).

O desenvolvimento de técnicas moleculares tem auxiliado no diagnéstico
especifico, em animais e humanos, da infeccdo pelos diversos Herpesvirus. A
amplificacdo do material gendmico viral pela PCR representa o método mais
sensivel para a identificacdo de material genético em amostras de encéfalo e
tecidos fixados em parafina (FERRARI et al., 2007). A PCR em tempo real é
utilizada de forma adequada para determinacdo dos diagndsticos laboratoriais
na microbiologia. A técnica tem maior destaque na virologia veterinaria, sendo
utilizada para a quantificacdo dos patdégenos virais (GUNSON et al., 2004).

Abril et al. (2004) desenvolveram a técnica de PCR tempo real (tagma) que
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possibilita a detec¢éo e a quantificacdo do gene da glicoproteina B do BoHV-1
e BoHV-5.

5. MATERIAL E METODO
5.1 COLETA DA GELEIA DE WHARTON

A geleia de Wharton do cordao umbilical bovino foi coletada de neonatos
bovinos da raca nelore (n=5), produtos de inseminacéao artificial, mantidas no
mesmo ambiente e submetidas a cesariana, ap0s atingir de 36 a 38 semanas
de gestacdo. A cesariana foi realizada devido as novilhas apresentarem
distocias, realizando-se incisado no flanco ipsilateral ao corno uterino gestante.
Imediatamente apds a incisdo, os corddes umbilicais foram coletados de
acordo com o protocolo aprovado pelo comité de ética da Universidade
Estadual Paulista-UNESP/Aracatuba. Os corddes umbilicais foram
acondicionados nas seguintes condicdbes de transporte até FMVA-
UNESP/Aracatuba: temperatura de -2°C, em tubos de polipropileno (Falcon®),
com capacidade para 50 mL de tampao fosfato estéril (PBS), suplementado
com penicilina 100pg/mL, estreptomicina 10ug/mL e anfoterecina B 250ug/mL
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). O processamento ocorreu em menos de 3

horas.
5.2 ISOLAMENTO, CULTIVO E PROPAGAQAO

Os corddes umbilicais (5-12 cm) foram dissecados em fluxo laminar,
para expor a GW. Algumas incis6es foram feitas com escalpe estéril na matriz
do corddo umbilical para aumentar a superficie de contato com o plastico da
garrafa (Figura 2) (DE BRUYN et al., 2011). As seccdes do corddo umbilical (5
cm) foram transferidas para garrafas de cultivo de 25cm? (TPP, Zollstr, SW) e
mantidas por 5 dias com adicdo de Stemline meio de expansdo para células

tronco mesenquimais (Sigma-Aldrich®) e 2mM L-glutamina (Glutamax,
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Invitrogen®, Grand lIsland, NY, USA) e incubadas a 38.5°C, 5% de CO, em
camara umida. O meio de cultivo foi trocado a cada 24h apds o isolamento e
fotos foram tiradas para observar a morfologia a cada 5 dias de intervalo
(Figura 4). As passagens (P) das células P1-10; P15-20; P25-30; P35-40; e
P45-60 foram cultivadas e recultivadas em placas de 24 pogos nas mesmas
condi¢cdes de densidade celular. Apés o estabelecimento das células, o meio
de cultura foi trocado a cada 4 dias e foi analisada a dindAmica celular. As cinco
linhagens de células tronco mesenquimais foram cultivadas até alcancar
subconfluéncia de (80-90%). Neste estagio as células foram coletadas apoés a
acao de tripsina 0,25%, durante 5 min (Invitrogen®) e recultivadas em garrafas
75cm? (TPP# 90025), na proporcdo 1:5 células/meio. No momento em que as
células atingiam o nimero de 1x10° células/mL, eram novamente recultivadas
em garrafas de cultivo de 25cm? nas mesmas condicdes de cultivo para o
isolamento das células tronco do corddo umbilical. As células até a passagem
de P60 foram consideradas como sendo a linhagem derivada do cordao

umbilical, especificamente da GW.
5.3 UNIDADE FORMADORA DE COLONIA E VIABILIADADE CELULAR

Na andlise do numero de células progenitoras derivadas da GW do
cordao umbilical, as passagem P1-10; P15-20; P25-30; P35-40 e P45-60 foram
submetidas a avaliacdo da unidade formadora de colénia (UFC). A quantidade
de 1x10° células foi cultivada em placas de Petri nas mesmas condicées do
item 5.2, acrescido de 2mM de L-glutamina e incubados a temperatura de
38.5°C com 5% de CO, em estufa umidificada. Apds 20 dias descartou-se 0
meio e as células aderentes foram coradas com 1% de cristal violeta, durante
10 minutos. Lavaram-se as placas e, as colénias com mais de 50 células,
foram classificadas usando microscépio invertido (Olympus IX 70, Tokyo,
Japan).
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Membrana aminidtica
Subaminidtica

umbilical

Geleia de Wharton

Células perivasculares
Artéria umbilical

FIGURA 2-Esquema do isolamento das células mesenquimais do corddo umbilical. (A)
Cordao umbilical bovino para o isolamento CTM. Fotomicroscopia do corddo umbilical; a-
epitélio aminiético; b-regido subaminibtica; c- geleia de Wharton; d/e- musculatura
endotelial; f endotélio vascular. (B) Diagrama representativo dos possiveis locais para
isolamento das células tronco (C) Células tronco mesenquimais isoladas do cordao
umbilical.. (adaptado de: KITA et al., 2010; MAURO et al., 2010).

A viabilidade da proliferacéo celular para as CTM bovinas foi avaliada a
partir da atividade mitocondrial. Apds o cultivo por 3 dias em 2mL de meio de
cultura, realizou a técnica do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5
dipheniltetrazolium brometo], mensurando a formacao de cristais de formazan,,
segundo as recomendacdes do fabricante (In vitro toxicology Assay® Kit MTT
based, Sigma-Aldrich® # 070m61471). Absorbancia foi de 600nm de
comprimento de onda, medido espectrofotdmetro (Eppendorf®, Hamburg,
Gemany). Os valores apresentados séo resultantes da média de triplicatas.
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5.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR

O RNAm foi isolado das CTM bovina durante os periodos (P1-10; P15-
20; P25-30, P35-40 e P40-60) e das “neuron-like cells” ap6s 28 dias de cultivo,
usando-se TRIzol (Invitrogen®) de acordo com Chomczynski e Sacchi (1987).
As concentracbes de RNA foram mensuradas em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 260nm (Eppendorf"), e 2 ng do RNA total foram
usados para a transcricao reversa usando “Superscript Il reverse transcriptase”
(Invitrogen®). O cDNA foi amplificado usando Taq Platinum High Fidelity
(Invitrogen®) para as CTM e a PCR foi realizada para as células neuronais
conforme as instrucdes do fabricante da JumpStart” Taq ready mix (Sigma-
Aldrich®). Os “primers” utilizados na reacéo da PCR estdo descritos na tabela 1
e foram desenhados de acordo com as informacdes contidas no banco de
dados GenBank. Amostras do CDNA foram amplificadas sob as seguintes
condicbes: 33 a 45 ciclos, 94°C (30s), 58°C a 61°C (30s), 72°C (1min), seguido
da amplificacdo a 72°C por 10 min. O gene da histona e beta actina bovina
(H2A) foi usada como controle da reacdo positivo da reacdo. Os produtos da
PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 12% corados com

brometo de etidio.
5.5 CROMOSSOMOS EM METAFASE E ATIVIDADE DA TELOMERASE

A cariotipagem das culturas das células do GW derivadas do cordéo
umbilical bovino nos periodos P1-10; P15-20, P25-30; P35-40; e P45-60 foi
realizada de acordo com o procedimento padrdo (CREMONESI et al., 2008). As
células foram processadas com Colcemid (Sigma-Aldrich®) na concentracgéo de
1 pg/mL em meio de cultura (garrafas de 25 cm?), por 2h na temperatura de
37°C. As células em metafase foram coletas por desprendimento, utilizando
0,25% (v/v) solucdo de tripsina-EDTA (Gibco® - Invitrogen™ # 25200) e
agitacdo das garrafas. O material obtido do cultivo foi centrifugado em tubo

cbnico a 402,48 g, lavado duas vezes com PBS 1x. O pellet foi ressuspendido
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em pequena quantidade de PBS. O volume de 10 mL de 0,075M KCI (Gibco® -
Invitrogen™ #10575) foi vagarosamente adicionado e a suspengéo incubada a
37°C, durante 2 horas. A recuperacdo das células realizou-se pela
centrifugacdo a 152,94 g e o pellet foi ressuspendido delicadamente duas
vezes consecutivas em 10 mL de solucdo de metanol:acido acético (3:1),
usado como fixador. Gotejou-se a solugdo sobre lamina de microscopia,
previamente aquecida e o0s cromossomos foram corados com iodeto de
propidio (Sigma-Aldrich® # P 4170) e Giemsa (MERK® #10920401000). O
namero de cromossomos foi contado em microscépio Axion Vision 4.8.3 (Carl
Zeiss®) e fez-se a comparacgéo com o cariétipo padrdo do Bos indicus (LI et al.,
2009).

O kit de deteccdo da telomerase TRAPeze® (Millipore™, CA, USA) foi
utilizado, segundo as recomendacdes do fabricante, para avaliar a atividade da
telomerase que resulta na amplificacdo da regido alvo telomérica, de
sequéncias repetidas. Esta reacdo foi mensurada com luz ultravioleta (UV)
(280nm) em espectrofotdmetro (Eppendorf®). O controle positivo foi constituido
por células “Madin-Darby bovine kidney” (MDBK) mantidas no Laboratério de
Virologia da Faculdade de Medicina Veterindria de Aracatuba — UNESP. O
controle negativo foi o extrato de células MDBK que foram incubadas a
temperatura de 85°C por 10 min., para inativacdo da telomerase. As amostras
foram consideradas positivas quando a densidade 6ptica (DO) foi > 0.2 e foram

negativas quando a DO foi < 0.2.

5.6 DIFERENCIACAO EM CELULAS OSSEA/ADIPOSA/CARTILAGINOSA

O potencial de diferenciacdo das CTM derivadas da GW foi examinado
durante P1-10; P15-20; P25-30; P35-40; e P45-60. As diferenciacfes: adiposa,
osteogénica e condrogénica foram realizadas com (STEMPRO meio de
diferenciacdo, Gibco® - Invitrogen™) de acordo com as instrucées do
fabricante. As CTM bovinas foram cultivadas na quantidade de 1x10°
células/mL em placas composta de 6 pocos (TPP, Zollstr, SW) nas mesmas
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condic¢des de cultura como descritas no item 5.2. Apés o cultivo de 48h o meio
foi substituido pelo meio de diferenciacdo STEMPRO (Gibco® -Invitrogen™ #
A10072-01) 2mL por poco, durante quatro dias o meio foi trocado. Apos 20 dias
do inicio da diferenciacdo as células foram fixadas com paraformaldeido a 4%.
(Sigma-Aldrich®) A diferenciacdo das células 6sseas foi avaliada pela
deposicdo de sais de célcio foi avaliada pela coloracdo de Alizarin Red (Sigma-
Aldrich®). A atividade da fosfatase alcalina foi mensurada pela p-nitrofenil
fosfatase (p-NNP) reacbes de substrato usando ALP" reagente (Sigma-
Aldrich®). As células foram lavadas com 2mL de PBS mais 0,2% de Triton X-
100, sob agitacdo de 20 min. Incubou-se as células com 500 ul do substrato
(10mM p-NPP, 1ImM MgCl,) por 30 min na temperatura de 37°C. A reacao foi
parada pela adicdo de 100mL de NaOH 1mmol. O p-NNP formado foi
mensurado usando o leitor de microplacas com filtro de 405nm (Multiskan®,
Labsystems, NY, USA).

A diferenciacéo das células adiposa foi realizada pelo cultivo de 1x10°
células/mL que foram cultivadas da mesma forma da diferenciacdo
osteogénica. O meio de cultura foi mudado para a adicdo de 2mL de
STEMPRO® (Gibco® - Invitrogen™ # A10070-01) meio de diferenciacao
adiposo, o qual foi trocado a cada 24 h. Apés 15 dias da diferenciacdo as
células foram fixadas com 4% de paraformaldeido e coradas com Oil Red
(0,3% de Oil Red dissolvido em 60% de isopropanolol) (Sigma-Aldrich®) por 10
min. A diferenciacdo adiposa foi constatada pelo acumulo de vacuolos ricos em
lipideo que apresentam afinidade pela coloracdo de Oil Red (Sigma-Aldrich #
0625).

A inducdo da diferenciacdo condrogénica foi similar as condi¢cdes
descritas para a inducdo das células adiposa e 6ssea. No entanto, 3x10°
células/mL foram cultivadas e suplementadas com meio de diferenciacao
STEMPRO® (Gibco® -Invitrogen™ # A10070-01) associado a suplementacao
com 100mL de indutor de condrécitos (Invitrogen®). As células foram mantidas
sobre estas condi¢gbes durante uma semana, substituindo o meio a cada 24 h.
As células foram fixadas com 4% de paraformaldeido e coradas com Safranina
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O para evidenciacdo glicosaminoglicanos (Sigma-Aldrich® Sigma-Aldrich #
58884).

5.7 DIFERENCIACAO EM CELULAS NEURONAIS

Para a diferenciacdo neurogénica das CTM foram adotados dois
protocolos com indutores neuronais diferentes:

O primeiro protocolo de diferenciagédo foi dividido em trés estagios. No
estagio |, CTM foram ressuspendidas na concentracédo de 2.8x10* células/mL
em meio Neurobasal” (Gibco® - Invitrogen™ # 12348), suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich®) por 24 h. O estagio Il consistiu
na substituicio do meio de cultura Neurobasal” e suplementacdo com 50% de
B27 (Gibco® - Invitrogen™ # 12348) e O troca do meio depois de 24 h da
inducdo. O estagio Il foi iniciado com a substituicdo do meio Neurobasal" e
suplementacdo com neuro diferenciador e acido retinéico (Invitrogen®), mantido
por 15 dias consecutivos e as CSN foram cultivadas em Lab-Tek (Nunc™
Rochester # 177437), para a realizacdo da técnica de imunocitoquimica. Todos
os meios foram suplementados com penicilina (100 IU/mL) e streptomicina
(100mg/mL). Os cultivos foram mantidos a temperatura de 38.5°C em 5%de
CO, com 95% de umidade.

O segundo protocolo de diferenciagdo seguiu 0s mesmos procedimentos
semelhantes aos descritos acima, mas com algumas modificacdes (CHUA et
al., 2009). As células foram cultivadas na concentracdo de 3x10° células/mL. A
induc&o foi realizada com a reposicdo do meio de cultura Neurobasal™ mais a
suplementacdo com B-27 e suplemento neural (neurotrophin-3; Invitrogen®),
20% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich®) e 3 uM de B-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich® # M7154) por 24 h, lavado trés vezes com PBS, e
diferenciadas com meio livre de soro, contendo 2% dimetilsulfox (DMSO, Merk
— Darmstdt # K 25742052) e 200 mmol/L hidroxianisolebutilado (BHA, Sigma-
Aldrich®). As CTM do grupo controle foram incubadas com meio contendo soro

fetal bovino.
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5.8 IMUNOFENOTIPAGEM

Apos a diferenciagéo, as células neuronais com 28 dias de cultura foram
fixadas com paraformaldeido por 15 min na Lab-Tek (Nunc™ Rochester #
177437) contendo quatro pocos. As células foram permeabilizadas por 10 min,
em temperatura ambiente, com 0,4% Triton X-100 diluido em solucdo de
tampao fosfato (PBS). A caracterizacao fenotipica ocorreu pela imunomarcacéao
de antigenos de superficie, incubando as células fixadas com os anticorpos
primarios (Tabela 2) que foram diluidos com diluente de anticorpo
(Dako®#S3022), na temperatura 4°C por 12 h. Apdés vérias lavagens com PBS,
as células foram incubadas com anticorpo secundério na diluicdo de 1:100,
“anti-mouse” ou “anti-rabbit” ou “anti-chicken” FITC (Isotiocianato de
fluoresceina, Sigma-Aldrich®) por duas horas, protegido da luz, na temperatura
de -4°C. As laminas foram contra coradas com DAPI (4-6-diamidino-2-
fenilindole, Sigma-Aldrich # D9542) 1mg/mL em meio de montagem Fluormount
(Sigma-Aldrich # F4680), incubado por 15 min, até a observacédo. Para o grupo
controle, células indiferenciadas sofreram 0 mesmo procedimento de
Imunomarcacéo para avaliacdo das reagdes cruzadas entre os anticorpos. O
controle negativo da reacao foi adicao 0,01 mol/L de PBS, usado para substituir
0 anticorpo primario especifico para cada etapa. Todas as imagens do mesmo
conjunto foram obtidas a partir dos mesmos parametros fotograficos de tempo
de exposicdo. As imagens foram obtidas usando Axio Imager® A.1 microscépio
fluorescente conectado a camera AxioCam® MRc (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany). As imagens foram processadas utilizando software AxioVision® 4.8
(Carl Zeiss) para cada antigeno e a determinacao visual do nimero de células
positivas foi estabelecido a seguinte classificacao: (-, 0%, +, 0-25%; ++, 25-
50%; +++, 50-75%; ++++, 75-100%).

5.9 CITOMETRIA DE FLUXO
Apés o estabelecimento e a diferenciacdo das células neuronais, com 28

dias de cultura, 1x10° células CMT e “neuron-like cells” diferenciadas foram

coletadas depois de serem desprendidas com 0,25 % (v/v) solucéo de tripsina-
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EDTA (Sigma-Aldrich®) e agitacdo das garrafas. Ap6s o desprendimento da
monocamada, a suspensdo foi lavada duas vezes com PBS-tween,
centrifugadas 81,5 g por 5 minutos. O pellet foi ressuspendindo em 200 uL de
PBS-tween e fixado com paraformaldeido a 4%. As células foram incubadas
com o anticorpo primario monoclonal por 18 h na temperatura de 4°C, nas
mesmas condi¢bes descritas para imunocitoquimica (Tabela 2), acrescido de
1% de Triton X-100 e 0,5% de soro albumina bovina (BSA). Apds incubacgéo
realizou-se duas lavagens com PBS-tween, centrifugacbes de 81,59 e
ressuspendeu o “pellet” em 100 uL PBS-tween. Em seguida, adicionou-se a
1:50 do anticorpo secundario, incubado a 37°C por 30 min. A suspensao celular
foi novamente lavada, como previamente descrito. Apos a lavagem final, as
células foram fixadas com paraformaldeido 4%. As imunomarcacdes foram
avaliadas pela citometria de fluxo (Attune Acoustic focusing cytometer system,
Applied Biosystens”, Foster City, CA, USA) e 50,000 eventos foram contados.
O controle negativo foi realizado pela incubagdo da mesma suspenséao celular
com imunoglobulina G e M (IgG e IgM) bovina e os resultados foram incluidos
na compensacgao global para excluir a auto-fluorescéncia. O filtro BL1-A (488

nm) foi utilizado em cada analise.

5.10 INFECCAO VIRAL

Depois da diferenciagdo das “neuron-like cells”, estas foram mantidas
em meio Neurobasal™ (Invitrogen®) e suplementacédo com B27 sem soro fetal
bovino. A cepa viral do BoHV-5 usada na experimentacdo foi isolada de
bovinos com meningoencefalite que fora previamente caracterizada e estudada
em surto ocorrido durante o ano de 2005 (CARDOSO et al., 2007; FERRARI et
al., 2007). Esta cepa tem 90% da sua sequéncia similar ao EVI99, quando
comparado com a regidao US9 (numero de acesso GenBank AY064172). Para a
infeccdo das CTM e células neuronais procedeu-se o cultivo nas Lab-Tek
(Nunc™ Rochester # 177437) e quando foi atingido a confluéncia de 70%,
realizou-se a infeccdo da monocamada com 100uL da suspensédo do BoHV-5
(1032 TCIDso/ml), correspondendo a multiplicidade de infeccdo (m.o.i.) de 0,1. A

suspensao viral foi submetida a adsorcao por 1 h, na temperatura de 38.5°C.
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Depois da incubacédo, a suspensao viral foi removida e a monocamada foi
suplementada com o mesmo meio. As células inoculadas foram monitoradas
com relacdo ao desenvolvimento de efeito citopatico (ECP) em microscopio de
luz confocal (Olympus® IX 70).

A primeira fase do crescimento da curva de infec¢do para CTM e CSN
pelo BoHV-5 foi analisada pela multiplicacdo experimental cinética, apos atingir
80% de confluéncia, as células foram infectadas com multiplicidade de infeccdo
de 1. A adsorcdo foi realizada na temperatura de 38,5°C, o inoculo foi removido
e novo meio foi adicionado. As células foram incubadas com o virus em
diferentes momentos (24, 48, 72, 96 e 120 h p.i.). Depois da incubacao, o
sobrenadante e o lisado de células que foram coletados e analisados para a
presenca do virus infectante nas células MDBK, foram cultivadas em meio
essencial minimo (MEM). As células foram infectadas com a dose de 50uL do
virus cultivado nas células neuronais, seguido da titulacdo. Toda a
experimentacdo foi realizada em triplicata. Os respectivos titulos foram
calculados pela metodologia de Reed e Muench (1938), os valores expressos

na unidade de logio (TCIDso/mL).
5.11 VIABILIDADE CELULAR POS INFECCAO

Andlise da proliferacéo celular foi realizada com kit “in vitro Toxicology
Assay®”, para o grupo de células neuronais infectadas e ndo infectadas
durante os tempos de cultivo de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h po6s a infecg&o (p.i.)
(TOXI-1 KIT; Sigma-Aldrich® # M5655). Para cada periodo de p.i., o
sobrenadante da cultura foi removido e 2mL de MTT foram adicionados,
seguindo as recomendag¢Oes do fabricante (Sigma-Aldrich®). Absorbancia foi
mensurada em comprimento de onda de 600nm com espectrofotdmetro
(Eppendorf®, Hamburg, Germany). Todos os valores apresentados s&o

resultantes da média de triplicatas.
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5.12 HIBRIDIZACAO IN SITU

Para estimar o numero de neurbnios que ativamente apresentava
infeccdo e replicacdo do DNA viral, as células neuronais foram previamente
cultivadas em placas com 6 pocos (TPP®) e infectadas conforme descricdo
anterior, incubadas por 24, 48, 72, 96 e 120 h p.i. e fixadas com 95% acido
acético glacial, acrescido de etanol (3:1) durante 30 min, em banho de gelo. A
hibridizagao in situ (HIS) foi realizada, como descrito previamente (CARDOSO
et al., 2010b; SILVA-FRADE et al., 2010). A sonda de DNA foi preparada a
partir do produto da amplificacdo da PCR, a partir do gene da glicoproteina C
do BoHV-5 de acordo com estudos prévios (SILVA-FRADE et al., 2010;
VOGEL et al., 2003). Procedeu-se a amplificacdo de 159 pares de base (pb),
apos a utilizacao do “primer” gl + (5- GTG CTC TTC TCC ATC GCC - 3) e
“primer” gl — (5" — GCG GAG GAG GAG TTG TCG G — 3 — bio’) (Invitrogen®,
Brasil). Depois da purificacdo do DNA a partir do gel de agarose, o produto da
PCR foi inserido em vetor TA (pGEMTEasy, Promega, Madison, WI, USA) e os
produtos foram introduzidos em E. coli por “heat shock”. As colbnias positivas
foram confirmadas pelo sequenciamento do DNA. A colbnia positiva foi
cultivada e o DNA plasmidial foi preparado utilizando-se kit comercial (Promega
Mini - Prep®, Promega, Madison, WI, USA). A sonda foi gerada pela reacao da
PCR (SILVA-FRADE et al., 2010), tendo como gene alvo a gC, localizada no
plasmideo como descrito anteriormente, utilizando-se “primer’ reverso
biotinilado (Invitrogen®).

As células neuronais infectadas e néo infectadas foram, centrifugadas a
81,5 g, e a partir do sedimento, as células foram transferidas para laminas de
microscopia (EasyPath®) pré-tratadas com poly-L-lysina (Sigma-Aldrich®) e
fixadas com 4% (w/v) paraformaldeido (Sigma-Aldrich®), durante 24 h, a 4°C.
As laminas foram tratadas com proteinase K (10 pg/mL, Invitrogen™), por 10
min na temperatura ambiente e lavada com PBS. A sonda biotinilada
desnaturada de 159 — pb, no volume de 2 uL (2 ng/mL) de sonda e 98 uL de

tampao de pré-hibridizacdo (50% formamida, 5% de soro albumina bovina, 1%
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N-lauroilsarcosina e 0.02% de sédio dudecilsulfato, Sigma-Aldrich®) foi aplicado
nas laminas. As laminas foram incubadas a 37°C por 12 h em camara umida.
As laminas foram lavadas com solucao de 1X SSC (solucéo salina de citrato de
s6dio) e 0.1x de SSC por 10 min, a 42°C. A visualizacéo da reacdo consistiu da
incubacdo com anticorpo monoclonal imunomarcado com FITC (Sigma-
Aldrich®) e o nucleo contra corado com DAPI (Sigma-Aldrich®). As laminas
foram montadas com meio de Fluormount (Sigma-Aldrich®) e observadas em

microscopio fluorescente (Carl Zeiss).
5.13 PCR TEMPO REAL QUANTITATIVO

A monocamada e sobrenadante de células foram coletadas nos tempos
de 24, 48, 72, 96 e 120 p.i. O RNA foi extraido usando o protocolo do Trizol
LS" (Invitrogen®) de acordo com as instrucdes do fabricante. Em média 150ng
do RNA total foram usados para sintese do cDNA com Enhanced Avian RT
First Strand Synthesis (Sigma-Aldrich® # STR-1). O gqPCR foi realizado e
analisado pelo aparelho e software Step One Plus® PCR tempo real (Applied
Biosystems™). A reacdo de PCR foi realizada com 50 pL de volume, contendo
1.2 ng de cDNA, 400nM de primers e 200nM de probes. As probes foram
desenhadas para a sequéncia do gene da glicoproteinca C e marcadas com
FAM, de acordo com o relato de Diallo et al. (2011). A PCR foi iniciada pela
amplificacdo de 40 ciclos a 95°C (15s) e 60°C (60s). Os resultados foram
obtidos da média de triplicatas para cada amostra e tentando eliminar os erros
de pipetagem. A expressao do gene GAPDH bovino (gliceraldeido-3-fosfato
deidrogenase) foi também quantificada de forma similar para normalizacdo. O
método comparativo AA C; foi utilizado para analise dos resultados. A
expressdo do gene da glicoproteina C do BoHV-5 para as células neuronais
infectadas e néo infectadas foram quantificadas em comparacdo com 0s
valores do GAPDH C..
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5.14 ANALISE ESTATISTICA

Analise estatistica foi realizada em “software” Prisma 5 (Graphpad). Os
resultados s&@o apresentados como meédia + desvio padrdo. Os itens
comparativos foram realizados em triplicata. Para a estatistica foi selecionado o
teste para analise de variancia ANOVA, e pos teste de multipla comparacao
Newman-Keuls. As diferencas encontradas foram consideradas significantes

guando p<0,05.

6 RESULTADOS

6.1 ISOLAMENTO E PROPAGACAO CELULAR

As células da GW foram coletadas do corddo umbilical de bovinos, e o
cultivo foi realizado baseado nas propriedades das CTM bovina, apés aderir a
superficie plastica, sem a necessidade de digestdo enzimética, remoc¢ado dos
vasos do corddo ou dissecacdo (Figura 3A—C). O corddo umbilical foi
seccionado em cortes longitudinais para expor a GW e incisbes foram
realizadas para expor de forma ampla a matriz do corddo umbilical e este ficar
em contato com a superficie plastica (Figura 3C). Os segmentos do cordéo
foram plagueados e as colbnias de células observadas apresentaram
morfologia semelhante a fibroblastos (Figura 4A). A cultura foi realizada até as
células alcangcarem subconfluéncia (Figura 4A-B). As células foram cultivadas
por sucessivas passagens (P60) ndo apresentando diferengcas no numero de
células entre as passagens (Figura 4C-D). No inicio, o0 crescimento e a
diferenciacdo foram lentos (confluéncia de 30%, apdés o terceiro dia de
isolamento), mas a partir do quarto dia as células proliferaram rapidamente
(confluéncia de 60% no quinto dia do isolamento). As células cultivadas tinham
como caracteristica principal seu aspecto fenotipico mesenquimal com
caracteristicas homogéneas, muito semelhantes a fibroblastos e aspecto

fusiforme bipolar. Aproximadamente ap0s uma semana, as caracteristicas
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morfologicas das células eram similares e 80% de confluéncia alcangada.
Todos os cultivos derivados dos cinco corddes umbilicais produziram células
viaveis até a passagem P60. As CTM nao alteraram a sua morfologia e foram
estaveis em suas propriedades fenotipicas, apds as passagens subsequentes

(Figura 4A-D).

3 ;.-.—"'#?‘.@ o — 7 3

| 500 pm 1 500 um

FIGURA — 3. Detalhe macroscoépico de cordao umbilical bovino. A - Corddo umbilical
integro revestido pelo epitélio aminiético. B - Abertura do epitélio aminiético exibindo 3
vasos sanguineos e substancia gelatinosa incolor (cabeca de seta), geleia de
Wharton. C - Detalhe dos vasos que compdem o corddo umbilical bovino, formado por
duas artérias , uma veia e uraco.

FIGURA — 4. Aspecto morfoldgico das células mesenquimais bovinas . A - 1° dia do
cultivo, células com formato arredondado, algumas vezes fusiforme. B - Detalhe em
maior aumento das CTM. C -10° passagem da cultura primaria, células poligonais,
fusiformes, semiconfluéncia. D - CTM, morfologia semelhante a fibroblasto,
homogéneas.
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6.2 VIABILIDADE DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

Apoés 15 dias de cultura, a primeira passagem (P1) foi realizada e para
as passagens P1-10, P15-20, P25-30, P35-40 e P45-60 o MTT e a unidade
formadora de coldnia foram avaliados. No periodo de P1-10, apés 5 dias de
cultura, a concentracédo média de células obtidas foi de 1,8x10° células/mL, nédo
diferindo da concentracdo de células observada para o periodo de P60. A
concentracdo entre o primeiro e o Ultimo periodo se manteve entre 1,5 e
2,0x10% células/mL, assim como, UFC que foi de 300 unidades por placa. A
viabilidade das CTM bovina derivadas do corddo umbilical em condi¢cbes de
cultivo foi avaliada pela reacdo de MTT. Os resultados demonstraram que 0s
cinco cultivos derivados do corddo umbilical nos periodos P1 e P60 néo

apresentaram diferencas na atividade mitocondrial.

o

FIGURA 5 — Cromossomos em metafase, cariétipo das CTM. NUmero de
cromossomos (2n=60) constituido por 58 autossomos e 2 sexuais, da linhagem de
CTM, na 20 passagem. A : Cariotipagem corado com Giemsa; B: Cromossomos
corados com iodeto de propideo.
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As CTM bovinas ndo apresentaram alteracao no cariétipo apés a cultura
in vitro para os periodos de P1 a P60. Nas passagens primarias e nas ultimas
passagens, as células mantiveram o cariétipo dipldide com 60 cromossomos
(Figura 5). Atividade telomerasica mostrou-se elevada nas CTM quando
comparada com o controle negativo e sem diferenca estatistica na comparacao
com o controle positivo, durante os diferentes periodos do cultivo celular
(Figura 6).

Controle Positivo DControle Negativo
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Atividade da telomerase (OD 280 nm)

P1-10 P15-20 P25-30 P3540 P41.60

FIGURA 6 — Resultados da amplificacdo da telomerase, durante os periodos. Os dados
representam a média + desvio padrao, p> 0,05.

6.3 DIFERENCIACAO DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

As propriedades das CTM bovinas foram avaliadas durante todas as
passagens e a técnica de RT-PCR foi utilizada para mensurar a expressao
génica dos genes POUSF1 e ITSN1 nas células mesenquimais. Todas as
células mesenquimais indiferenciadas derivadas do corddao umbilical

expressaram os genes das células tronco mesenquimais (Figura 7).
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A pluripotencialidade foi confirmada pela habilidade das células tronco
do corddo umbilical bovino diferenciarem-se em ostedcitos, condrocitos e
adipocitos, além de células semelhantes a neurbnios (Figura. 8A). A
diferenciacdo osteogénica e calcificacdo da matriz celular foram notadas com
20 dias de inducéo, durante os P1 a 60 (Figura. 8B). A atividade da fosfatase
alcalina para as células diferenciadas foi intensa nas células diferenciadas em
células 6sseas (OD > 0,9) em contraste com as células indiferenciadas em que
o valor foi de OD< 0,1. A diferenciacdo condrogénica foi observada no 21° dia
de inducdo, com a constatacdo da presenca de glicosaminoglicanos
depositados no meio de cultura como sedimentos de coloracdo avermelhada
(Figura 8C). A diferenciacdo adiposa foi verificada pelo alto numero de
pequenos vacuolos lipidicos, positivos para a coloracao de oil red durante os
periodos de P1-P30 (Figura 8D), porém com diminuicdo gradativa da

diferenciacao nos demais periodos iniciando-se no P30.

MW P1-10 P15-20 P25-30 P35-40 P41-60

POUSF1

150bp ITSN1

FIGURA 7 — Expressdao POUSF1 e ITSN1, nos periodos de propagacao celular das
CTM e CSN. O gene da Beta-actina foi utilizado como controle interno da reagéo de
PCR. MW Peso molecular de 1Kb. Eletroforese em gel d agarose 12%.
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FIGURA - 8 A: CTM coradas com hematoxilina. B: CTM diferenciada em células

osteogénicas, mostrando deposicdo de cdlcio extracelular (cabeca de seta), coloracdo de
alizarim red. C: Coloracdo de safranina-O, evidenciando glicosaminoglicanos na matriz
extracelular (seta), metacromasia da cartilagem. D: Indugcdo adipogénica positiva,
deposicao de goticulas de lipidio no citoplasma e no meio extracelular (asterisco), Oil Red.

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de
transformacdo neural das CTM derivadas da GW, ap0ls cultura em meio de
diferenciacdo celular suplementado com 4&cido retindico e outro meio
suplementado com B-mercaptoetanol. Os dois protocolos obtiveram sucesso na
diferenciacdo das CTM em células semelhantes a neurdnios. A cultura continua
durante 28 dias resultou em células com morfologias variadas, algumas vezes
longas e dotadas de processos alongados que lembrava axénios nos dias 7,
14, 21 e 28 (Figura 9 A-D). Além disso, foi observada a presenca de células
com longas proje¢Bes (Figura 10A), muito semelhantes a neurbnios e a
oligodendrocitos com base na morfologia de células fusiformes, formando
multiplas redes (Figura 10C e 10D). Além disso, as células semelhantes a
neurdnios exibiram morfologia neuronais distintas, que vao desde simples
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bipolares até grandes, amplamente ramificados como células multinucleadas.
Assim, ap0s 28 dias de inducao neuronal, as células CTM derivadas do cordé@o
umbilical foram capazes de gerar células semelhantes tanto as neuronais,

como as gliais.

- _ Wl Nyl S AR '
FIGURA — 9 A: Estagio inicial da diferenciacdo com células de aspecto alongado,
ramificadas. B: Diferenciacdo das CTM com o 3-mercaptoetanol. C: CTM pés diferenciacdo
com acido retindico. D: Células neuronais ja estimuladas a diferenciar e mantidas no meio
neurobasal B-27.
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. r/
FIGURA — 10 Células neuronais ja estabelecidas no cultivo celular. A: Células
neuronais, estagio de divisdo celular. B: Células neuronais pés diferenciacdo com o f3-
mercaptoetanol . C: Diferenciacdo com &cido retindico. D: Diferenciadas e mantidas
com meio neurobasal B-27

6.4 ANTIGENOS DE SUPERFICIE CELULAR E EXPRESSAO GENICA

A técnica de imunofluorescéncia foi utilizada de forma conjunta com a
citometria de fluxo, para avaliar a expressdo de marcadores fenotipicos de
superficie das CTM e das células neuronais, apos a sua diferenciacdo. As CTM
foram caracterizadas pela expressao imunofluorescente de vimentina (Figura
11A) e auséncia de marcacgdo para citoqueratina (Figura 11B). A confirmacéo
da caracteristica mesenquimal da célula tronco foi verificada pela auséncia da
marcacdo dos antigenos de células epiteliais (citoqueratina) e auséncia da
expressao do CD45 e CD34 (Figura 11C e 11D, respectivamente).

A imunofenotipagem das CTM bovina indiferenciadas mostrou células
positivas para os marcadores CD 105, CD29, CD73 e CD90 (Figura. 12) e
negativo para CD45 e CD 34. A populacdo de células negativas para a
imunomarcacao avaliada, somada a autofluorescéncia, gerou a formacédo do
histograma negativo que esté presente em todas as mensuracoes (Figura 12 e
13A). A expressao de marcadores neuronais como N200, MAP2, NT3, Tau e
GFAP foi de 75-100% (Tabela 3), confirmando a diferenciacdo das células
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tronco mesenquimais (Figura 13B-14). As células neuronais apresentaram
menor afinidade pelos marcadores nestina, CXCR4, Tuji, com 50-75% de
marcacdo. Quando se avaliou o marcador para citoesqueleto ubiquitina
mostrou positividade de 25-50% para as células neuronais e CTM. A expressao
do marcador neuronal de fenda sinaptica (SNAP-25) foi de aproximadamente
20% das células.

A citometria de fluxo mostrou resultados semelhantes aos observados
na caracterizacdo imunofenotipica por imunofluorescéncia, tanto para as
células mesenquimais indiferenciadas quanto para as células semelhantes a
neurdnios, que foram avaliadas com 28 dias da neuro-diferenciagdo (Figura 12;
13; 15). A RT-PCR confirmou a presenca de nestina, N200, B-tubulina 11l (Tuji),
GFAP e NT3 mRNA (Figura 16).

Tabela 3 - Quantificacdo dos marcadores de células semelhante a neurénios

derivadas da CTM bovinas, com 28 dias de diferenciagéo neuronal.

Marcador Células serpe_lhantes a CTM-GW
neurdnios
Nestin +4+42 -
MAP2 +H++ -
GFAP +H++ -
N200 ++++ +
NT3 ++++ -
TuJdl +++ -
Tau ++++ -
Ubiquitina ++ ++
SNAP-25 + -
CXCR4 +++ -
IgG bovina - -
IgM bovina - -

% Valores foram determinados pela contagem visual de células positivas (-, 0%; +, O-
25%; ++, 25-50%; +++, 50-75%; ++++, 75-100%).
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FIGURA - 11. Fotomicrografia das CTM ap6s o 30° dia de diferenciagdo. A: Células
neuronais positivas para a imunomarcagdo com vimentina. B: Negativas para a
marcacdo com citoqueratina. C: Negativa para a marcacdo com CD 45. D: Negativa
para a marcacao com CD 34. DAPI marcacéao nuclear.
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FIGURA 12 — Citometria de fluxo para avaliar a expressédo de marcadores de superficie nas
células tronco mesenquimais bovina. As CTM foram positivas para CD 105; CD 29; CD73 e
CD90 e negativa para as imunomarcacgfes CD 45 e CD34. Os dados foram processados em
citdmetro Attune™ e autofluorescéncia foi excluida na compensacéo global (< 10%). O eixo Y
representa a escala logaritimica.
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FIGURA 13 — Expressdo dos marcadores de células neuronais apés a diferenciacédo
neuronal. A - Resultados da Citometria de fluxo (citbmetro Attune™) e
autofluorescéncia excluida na compensacao global (< 10%. O eixo Y representa a escala
logaritimica. B. Reac¢do de imunofluorescéncia para marcadores neuronais. DAPI
coloragéo do nucleo.

» UBIQUITIN TUBULIN

FIGURA 14 - Marcadores de superficie das células semelhantes a neurfnios.
Imunofluorescéncia mostrando a expressédo dos marcadores neuronais CXCR4; GFAP; NT3,
nestin, MAP2, Tau, Ubiquitin, N200 e Tuiji. DAPI marcac&o nuclear.
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FIGURA 15 — Fendtipo das células neuronais. Analise de citometria de fluxo para os
marcadores de superficie neuronal, apds 28 dias de diferenciacdo. Os histogramas sao
representativos do controle negativo e positivo para os marcadores de superficie das
células neuronais. Autofluorescéncia foi excluida na compensacéao global (< 103). O eixo Y

representa a escala logaritimica.

FIGURA 16 — Eletroforese em gel de agarose (12%), corado com brometo de etideo. Produtos
de DNA amplificado por RT-PCR para os genes especificos de células neuronais apos a
diferenciagdo. H2A controle interno. MW — Peso molecular de 1Kb.
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6.5 SUSCEPTIBILIDADE CELULAR AO BoHV-5

Estabelecidas como uma linhagem celular, as CTM foram testadas de
acordo com a sua capacidade de isolamento e multiplicacdo viral no cultivo
celular. Estas células mostraram ao longo dos periodos de 24h, 48h, 72h, 96h
e 120h, alteragcBes significantes, que se iniciaram apds 24h com alteracbes
sutis, como vacuolizacdo de raras células. As alteracdes no cultivo celular
progrediram ao longo do tempo, principalmente a partir de 48h, exibindo perda
da homogeneidade do tapete celular, por morte celular, efeito citopatico (ECP)
e formacdo de células sinciciais multinucleadas. A figura 18 ilustra as
alteracOes celulares acompanhadas ao longo de 5 dias, onde se tornaram
evidentes as do tipo estrutural causadas pelo virus, iniciadas com 48h p.i,
aumentando em intensidade e quantidade ao longo de 120h p.i. As alteracdes
pés infeccdo foram caracterizadas pela formacdo de células sinciciais,
descontinuidade do tapete celular, presenca de restos celulares, e morte
celular (Figura 18). A titulacdo viral para as CTM bovina mostrou aumento
progressivo do titulo viral, atingindo maior titulacdo com 96 h p.i. e depois
regredindo (Figura 17A).

A susceptibilidade das CSN para BoHV-5 foi investigada através da
avaliacdo da curva de crescimento viral, viabilidade celular e pela citopatologia.
A curva cinética de crescimento viral para células semelhantes a neurénios
infectadas foi estabelecida (Figura 17B), titulo viral maximo foi observado as 72
horas apoés a inoculagdo. O ECP foi avaliado como uma medida indireta, pela
difuséo viral, alteracdo na morfologia das CSN, os antigenos virais e DNA viral
gue foram monitorados. Apos a infeccdo o ECP foi definido pelo alargamento
dos ramos neuronais (Figura 19A-D), por aparecimento de vesiculas de
diversos tamanho (Figura 19E-F). Os antigenos para BoHV-5 foram detectados
por imunofluorescéncia (Figura 20A) e replicagdo viral foi detectada por
hibridizacdo in situ, 96 h apos a inoculacdo. A marcacdo do DNA viral foi
observada quase exclusivamente na regido perinuclear de neurénios infectados

e variou de esporadica a denso acumulo de granulacdes ao longo dos ramos
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neuronais (Figura 20B). A PCR tempo real mostrou que a expressao da
glicoproteina-C (gC) pelas células semelhantes a neur6nios foi no periodo de
72h p.i. (Figura. 21). Quase 60% dos neurdnios demonstrou ativa replicacdo do
DNA viral 72-96 h apos a inoculacdo (500 células por periodo em dois

experimentos paralelos) (Figura 22).

CT™M CSN
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log TCID 50/ml
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log TCID 50/ml
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Periodo pos-infeccao (h) Periodo pos-infeccdo (h)
FIGURA 17 - Curva de crescimento viral mostrando pico de proliferacdo do BoHV-5,
associado ao aparecimento do efeito citopatico. A— CTM 96 h p.i.; B— CSN 72 h p.i.
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FIGURA — 18 A e B: Controle negativo do cultivo de CTM, ndo infectadas. C e D: Cultivo de CTM
em presenca do Bohr- 5, apds 24 h de infecgdo, sem alterac6es significantes. E e F: CTM apés
48 h da infec¢cdo pelo BoHV-5, alteracdes na integridade do tapete celular e ECP discreto. G e H:
CTM, apos 72 h da infeccao, ECP evidente e células sinciciais . | e J: Cultivo de CTM apo6s 96 h,
ECP evidente, alteragdo acentuada do tapete celular. L e M: Cultivo da CTM apoés 120 h, EFC e
“debris” celulares. A, C, E, G, | e L: ndo coradas ; B, D, F, H, J, M: coradas pela coloracéo de
hematoxilina.

¢

FIGURA 19 — CSN infectadas com o BoHV-5 demostrando efeito citopatico. A) N&o infectada;
B e C) Formacgdes de vesiculas entre as células neuronais, 24 h e 48h p.i.; D-F) Formagéo de
vesiculas, ramificacdes celulares aumentadas e diminuicéo das ligagbes celulares, 72 a 120 h
p.i.
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FIGURA 20 - Identificacdo da infeccdo pelo BoHV-5. A) Imunomarcacgéo positiva para a
proteina gC do BoHV-5 no periodo de 72 h p.i. (seta). B) Imunomarcacao positiva na forma
granular no nudcleo das células (seta), no meio extracelular (seta) e ao longo dos
prolongamentos celulares que lembra axdnios (cabe¢a de seta), utilizando a técnica de
hibridizag&o in situ.
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FIGURA 21 — Quantificacdo dos niveis de RNAm, segundo a metodologia da qPCR AA
Ct, comparado com a expressdo do gene controle GAPDH. A expressédo dos niveis da
gC durante os momentos de 24 a 120 h p.i. ndo mostrara diferenca estatistica (p>0,05).
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FIGURA 22 - Porcentagem de CSN positivas na hibridizagcdo para BoHV-5, nos
periodos pos infeccao.

6.6 VIABILIDADE DAS CELULAS NEURONAL

A reducédo do componente MTT pela mitocondria foi utilizado para avaliar
a viabilidade celular das células neuronais, ap6s a infec¢ao viral com o BoHV-5
em diferentes momentos po6s a infeccao viral (24, 48, 72, 96, 120h). Foi
observado que em todos os tempos de avaliagdo, das células neuronais
mostraram menores valores de absorbancia quando comparadas ao controle
(Figura 23). Estes resultados demonstram que o tempo para o desenvolvimento
de alteracdes celulares na linhagem neuronal resultou na reducdo da producéo
do componente MTT pelas mitocondrias, apos 120 h da presenca do virus no
cultivo celular, pois a diferenca entre os valores de absorbancia no grupo de
células infectadas e controle torna-se mais evidente.

No quinto dia da infeccao viral as células neuronais mostraram atividade
mitocondrial reduzida, exibindo a atividade do virus frente as células neuronais,
promovendo alteragBes letais que sdo responsaveis pela diminuicdo na
expressdo da substancia MTT, com menor absorbancia e consequentemente

menor numero de células viaveis.
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FIGURA 24 — Avaliacdo da viabilidade de celulas CSN pés infeccdo pelo BoHV-5 e sem infeccao,
por mensuracéo do MTT no meio de cultura nos, diferentes momentos pos infecgdo. Os valores sdo
expressos como a média + desvio padrao. * Diferenca significativa entre os grupos (p< 0,05)
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7 DISCUSSAO

O cultivo de todos os corddes umbilicais bovinos forneceram CTM, as
quais foram cultivadas até o periodo P60, com morfologia semelhante a
fibroblastos. Estas células apresentaram propriedades aderentes, intensa
capacidade proliferativa in vitro, mantendo as suas caracteristicas morfolégicas
e de crescimento, durante sucessivos recultivos, durante todo o estudo. A
possibilidade de obtencdo das CTM do corddo umbilical humano sem a
utilizacdo de processos enzimticos, como na presente pesquisa, foi
recentemente estabelecida, no entanto poucos relatos descrevem este
procedimento em modelos animais (KOCH et al.,, 2007). Muitos grupos de
pesquisa utilizam o tratamento enzimatico para o isolamento e cultivo das
células tronco, tais como: colagenase, hialuronidase ou tripsina, podendo ser
associada com ou ndo a remocado mecanica das células tronco do cordéo
umbilical (CREMONESI et al.,, 2008). Os efeitos da atividade enzimatica

durante o isolamento de células sédo caracterizados por diminuir a viabilidade
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celular, degradacao dos receptores de superficie e alteracdo da funcao celular
(WEISS et al, 2008). A ndo utilizacdo da digestdo enzimatica para o
isolamento das CTM eliminou a possibilidade de alteracbes celulares,
favorecendo o isolamento e propagacdo das células no cultivo (DE BRUYN et
al.,, 2011; WEISS et al., 2008), fatores que podem explicar o sucesso dos
resultados na obtencdo das células tronco, provenientes dos cinco corddes
umbilicais.

O soro fetal bovino (SFB) é tradicionalmente utilizado no cultivo celular
para diferentes finalidades, sendo jA amplamente conhecido que o soro
proveniente de bovino pode transmitir diferentes tipos de patégenos. Estas
infeccbes sdo constituidas por fungos, bactérias (Mycoplasma sp.), virus
(BVDV - virus da diarreia viral bovina e herpesvirus bovino tipo 1 e 5)
(MERTEN, 2002). Com o objetivo de eliminar possiveis fatores que
prejudicassem o desenvolvimento das células tronco, optou-se pela nédo
utilizacdo desse constituinte no meio de cultura. Em humanos, a utilizacao de
meio livre de soro fetal bovino para expansao das células tronco mesenquimais
€ uma realidade, mostrando melhores resultados de proliferacdo celular,
guando comparados com meios contendo o soro (ANZALONE et al., 2010). As
CTM tém mostrado algumas particularidades relacionadas com a origem
tecidual de onde séo isoladas. Uma delas é a dependéncia que tém
demonstrado com SFB para capacitacdo das propriedades de diferenciacdo em
outros tipos celulares (ANZALONE et al., 2010). A diferenciagdo das células
tronco em ostedcitos, condrécitos, células adiposas e CSN, derivadas das
células isoladas da GW bovina, permite afirmar que estas células ndo precisam
do SFB para tornar-se capacitadas a se diferenciar em outros tipos celulares.

O método de espectrofotometria baseado nos produtos de degradacéo
da mitocondria foi originalmente desenvolvido como uma andlise rapida do
crescimento e sobrevivéncia, fundamentado na transformacédo e quantificagéo
do MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium). A cadeia
respiratOria e outros sistemas de transporte de elétrons reduz o MTT em sais

de tetrazolium, formando os cristais de formazan dentro das células. A
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guantificacdo desses cristais € determinada pela espectrofotometria para
estimar o numero de células viaveis (FREIMOSER et al., 1999). A viabilidade
das CTM foi estimada pela atividade mitocondrial, revelando significante
adaptacdo em meio de cultura, sem adicdo de SFB para a multiplicacéo celular.

As CTM apresentaram cariotipo normal apés a cultura in vitro. Os
procedimentos empregados na presente pesquisa para o cultivo de células
tronco, ndo alterou a organizacdo dos cromossomos, que segundo Zucconi et
al. (2010) pode ser detectada pelas técnicas de citogenética. Associada a esta
constatacdo a atividade da telomerase mostrou-se aumentada. Esta enzima
representa uma transcriptase reversa que frequentemente diminui apés as
divisdes, controlando a viabilidade celular e apoptose. As células germinativas,
células tronco e células neoplasicas expressam elevados niveis de atividade
telomerasica. Por apresentarem atividade telomerasica aumentada estas
células apresentarem telobmero de maior comprimento e capacidade de
replicacdo ilimitada, como observado nas CTM isoladas de fetos caninos (DE
BRUYN et al., 2011). Estas observacdes complementam os achados da
presente pesquisa relacionadas com a sobrevida das CTM bovina em cultura
que pode ser explicada pela atividade da telomerase e maior extensédo do
teldmero.

A capacidade de diferenciagao foi confirmada pela habilidade das CTM
bovinas se diferenciarem em ostedcitos, condrdcitos, adipocitos e CSN. Existe
relato de que as células tronco derivadas do corddo umbilical mostram
aparentemente maior tendéncia a diferenciacdo osteogénica do que células
tronco isoladas de outros 6rgdos (CHANG et al., 2006). Neste estudo as CTM
bovinas mostraram acumulo de nédulos minerais com 4 semanas de cultivo, na
auséncia de inducdo osteogénica. Em conformidade, com os achados de
Chang et al. (2006) a diferenciacado adiposa ocorreu no 10° e 15° de cultivo,
muito semelhante ao observado nas CTM humanas de corddo umbilical. Os
achados indicam que as células tronco bovinas tém grande capacidade para a
diferenciacdo dos ostedcitos e adiposa, contrastando com as observacdes

feitas por Koch et al. (2007) de células isoladas dos vasos do corddo umbilical
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equino que necessitou da adicdo de soro de coelho no meio para a
diferenciacdo adiposa. A diferenciacdo condrogénica e nas células neuronais
também foram realizadas com sucesso, derivadas de populacdo homogénea
de células tronco, as quais exibiram fenétipo mesenquimal, pela expresséao dos
genes OCT4 e SH3 e imunomarcagdo, como constatado por Raoufi et al.
(2011).

As CTM exibiram propriedades especificas de tecidos mesenquimais. Os
antigenos de superficie expressos por estas células foram CD105, CD29, CD
73, CD90. A imunomarcacdo negativa apds a utilizacdo dos marcadores
hematopoéticos CD 34 e CD 45, pode indicar que as CTM apresentam falta de
reatividade com os progenitores hematopoéticos, devido a ndo contaminacéo
do cultivo com células tronco hematopoéticas derivadas de coagulos
sanguineos (WEISS et al., 2008). Outra possibilidade da marcacao das células
tronco por estes marcadores seria a nao reagao cruzada entre 0s anticorpos
com os antigenos de superficie das células bovinas. IniUmeros estudos
descrevem as caracteristicas de diferenciacdo das células tronco do cordéo
umbilical humano, o0 mesmo ocorrendo para os animais (TROYER; WEISS,
2008). No entanto, as caracteristicas que definem as células tronco
mesenquimais sao ainda controversas, necessitando para a sua caracterizacao
de pelo menos 10 marcadores, sem contar a imunomarcacao realizada para os
antigenos OCT3/4 e Nanog. Dessa forma, a homenclatura para muitas CTM é
sugerida como células mesenquimais com elevada potencialidade para a
diferenciacdo em outros tipos celulares (LE BLANC et al., 2006).

Diversos estudos tém descrito a capacidade das células da geleia de
Wharton de uma variedade de espécies animais em se diferenciar em
neurdnios e/ou células gliais in vitro (CREMONESI et al., 2011). O protocolo
mais comumente aplicado para induzir células MSC indiferenciadas a se
diferenciar em células semelhantes a neurbnios se baseia no tratamento com
bFGF (factor de crescimento de fibroblastos basico), dimetilsulfoxido (DMSO) e
butilatodihidroxianisol (BHA) (SALGADO et al., 2010). Algumas diferencas

também foram descritas na utilizagcdo de &cido retindico (AR) e/ou insulina
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associada com hidrocortisona (SEAL; WHETSTONE, 1994). O &cido retindico é
um derivado do retinol que é a forma ativa da vitamina A. O AR funciona como
um ligante especifico para o receptor de acido retindico na via de sinalizacéo, o
gue € necessario no desenvolvimento embrionario, na formacédo 6ssea, e na
manutencdo de estruturas normais do epitélio. A adicdo de AR no meio de
indugdo tem demonstrado influenciar na diferenciacdo neuronal e melhorar a
sobrevivéncia de células (SEAL; WHETSTONE, 1994).

A composicédo precisa do meio de cultura é critica para evitar resultados
inconsistentes, especialmente quando os reagentes sao obtidos a partir de
fontes diferentes. No que diz respeito a AR, a maioria dos métodos de inducao
neural em CTM de humanos ou roedores empregam uma combinagao de AR
com outros agentes quimicos, citocinas e fatores de crescimento (SALGADO et
al., 2010; CHUA et al., 2009; CHOONG et al., 2007). No presente estudo, um
meio comercialmente definido com nenhum suplemento foi utilizado para
facilitar a multiplicacéo celular no meio de cultura. Outra vantagem do meio de
cultura desenvolvido foi aderéncia natural das células semelhantes a neurdnios
(CSN) aos frascos plasticos. Este fenotipo € diferente das células tronco
neuronais derivadas de ceérebro fetal, tecido que necessita de um substrato
especifico para iniciar a diferenciagdo (PUGAZHENTHI et al., 2011).

Coletivamente, os resultados aqui apresentados indicam que é possivel
derivar CSN a partir de CTM derivadas do corddo umbilical bovino. Estas
células diferenciadas mantém idéntica morfologia e viabilidade celular apds 28
dias de cultivo in vitro em meio comercial. Além disso, ndo ha questbes éticas
na utilizacdo in vitro de células de corddes umbilicais ao contrario de cérebros
fetais. Seguindo a diferenciacdo neuronal, as CSN claramente exibiram seu
potencial neurogénico, expressando classicos marcadores neuronais tais como
N200, MAP2, NT3, Tau e GFAP. Nestina, CXCR4, TuJl e SNAP-25, também
foram detectados, mas em intensidades menores.

E importante notar que nenhum destes marcadores neuronais foram
detectados em células indiferenciadas, sugerindo que as células tronco néo

foram provenientes do sistema nervoso central. No entanto, um estudo anterior
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usando CTM suina da GW descreveu semelhantes niveis de expressao de
enolase neuronal especifica (ENE) em células diferenciadas e indiferenciadas
(CHOONG et al., 2007). Esta descoberta tem sido também relatada para as
células estromais da medula 6ssea isolada a partir de ratos, suinos e seres
humanos (SALGADO et al.,, 2010; CHUA et al., 2009). Neurofilamentos e
GFAP, ambas consideradas importantes proteinas neuronais/gliais, foram
encontrados igualmente expressas nas CTM indiferenciadas e diferenciadas,
usando AR como um indutor neuronal para as células estromais de medula
06ssea humana (CHUA et al., 2009). Além disso, analise por citometria de fluxo
revelou que CTM derivadas da GW diferenciadas expressam NT3, GFAP,
MAP2, Tau, e N200. Esta descoberta indica a presenca de precursores
neuronais, de neurbnios e células gliais na mesma cultura. Resultados
semelhantes foram relatados com progenitores neurais humanos obtidos a
partir de sangue do corddo umbilical, mas sem haver expresséo de GFAP que
foi detectada neste ensaio (SALGADO et al., 2010; CHUA et al., 2009).

Assim, a fenotipagem das células CSN revelou que mais de 80% da
populacdo inicial de células se tornaram diferenciadas e expressaram
receptores neuroldgicos apés 28 dias de inducdo. Este periodo de tempo foi
inferior quando comparado com as células tronco neurais produzidas a partir de
cérebro fetal em humanos (PUGAZHENTHI et al., 2011), mas semelhante a um
estudo realizado em cées usando geleia de Wharton (URANIO et al., 2011).

Os virus de RNA e DNA neurotropicos que produzem doencas do
sistema nervoso central em humanos e animais utilizam uma variedade de
mecanismos patolégicos. Para os membros da subfamilia a-Herpesvirinae,
guase todos os tipos e areas do sistema nervoso foram identificadas como
alvos para a replicacdo viral (CHOWDHURY et al.,, 2002). Embora muitos
estudos tenham sido realizados in vivo utilizando coelhos e bovinos, é dificil de
examinar o mecanismo de replicagdo celular do BoHV-1 em neurbnios de
bovinos infectados. Estudos in vitro cultivando neurdnios de coelhos tém sido

utilizados para o entendimento dos mecanismos de replicacdo do BoHV-5 nas
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células neuronais e para elucidar os mecanismos da interagdo virus-célula
(PEREZ et al., 2002).

Devido a esta dificuldade em sistemas in vitro, a implementacdo do
principio dos 3Rs de Russel e Burch (1992) é necessaria para estudar
interagbes primarias hospedeiro-virus (PEREZ et al, 2002). Devido a
relevancia clinica da subfamilia a-Herpesvirinae, modelos in vitro sdo muito
apreciados para substituirem os estudos com animais. Além das consideracdes
de ordem ética, estudos in vitro eliminariam potenciais fatores que geram
davidas como a variagdo individual do animal e fatores ambientais (PEREZ et
al., 2002).

Ambos os virus herpes simples 1 (HSV-1) e BoHV-1/5 estabelecem
infeccbes latentes ao longo da vida de coelho e em ganglios nervosos
sensoriais de bovinos (PEREZ et al., 2002). Varios dias ap0s a infec¢do por
HSV-1 e BoHV-1/5, alguns neurdnios sao produtivamente infectados (fase
aguda) (PEREZ et al., 2002). Outros neurbnios, no entanto, tornam-se
latentemente infectados (MEYER et al., 2001). No presente estudo, a auséncia
de CSN flutuantes ap0s a infeccdo por BoHV-5 sugere uma baixa taxa de
morte celular. Isto foi confirmado pelos resultados do ensaio de MTT que
mostram viabilidade celular elevada e 60% de positividade para o virus na
hibridizacdo in situ. Estes resultados podem ser explicados através da
expressao de uma regiao associada a laténcia (LTR), gene que esta envolvido
na sobrevivéncia neuronal durante a infeccdo do HSV-1 in vitro (DELHON et
al., 2002).

Além disso, a replicacdo in vitro nem sempre se correlaciona com o
comportamento viral in vivo. Assim, € particularmente importante notar que os
dados obtidos a partir de estudos in vitro ndo representam, necessariamente, a
interacdo hospedeiro-virus que ocorre in vivo (PEREZ et al., 2002). Contudo,
0S mecanismos moleculares pelos quais virus produtivos e persistentes
produzem doencas de sistema nervoso sao diversos e nao totalmente

esclarecidos. Os resultados obtidos nesta investigacdo abrem as portas para
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perguntas sobre os mecanismos de morte e sobrevivéncia neuronal apos

infeccédo e replicacdo do BoHV-5.

8 CONCLUSOES

A presente pesquisa obteve sucesso no isolamento e propagacdo das
células tronco mesenquimais indiferenciadas da geléia de Wharton que foram
cultivadas até a passagem P60. As CTM apresentaram caracteristicas
morfolégicas e a expressdo de antigenos de superficie que permitiram
classifica-las como células mesenquimais. A capacidade de diferenciacdo das
CTM mostraram resultados promissores apés se obter sucesso com a
diferenciacdo e caracterizacdo das células Osseas, cartilaginosas, adiposas e
principalmente neurdnios. A propriedade de diferenciacdo em outros tipos
celulares mostra que esta fonte de células tronco tem grande importancia para
a pesquisa com experimentacdo celular e principalmente nas terapias que
empregam este tipo de células.

O cultivo das CTM e sua diferenciagédo nas células neuronais permitiram
a realizacao do isolamento do BoHV-5. O virus mostrou intensa proliferacdo em
ambas as linhagens celulares com o desenvolvimento de efeito citopatico e de
altos titulos virais que foram confirmados pela técnica de RT- PCR em tempo
real para a gC. Os resultados encontrados permitem afirmar que as CSN
podem ser uma alternativa viavel na elucidacdo de varios aspectos
relacionados com a biologia do BoHV-5, incluindo o neurotropismo,

neuroviruléncia e expressao génica.
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