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RESUMO

CAMPOS.L.L. Isolamento, cultivo, caracterizacdo e criopreservacao de células tronco
mesenquimais derivadas de membrana amnidtica, geléia de Wharton e sangue do
corddo umbilical de fetos bovinos. Botucatu, 2014. 54p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

As células tronco mesenquimais (CTMs) estdo presentes na maioria dos tecidos adultos
e possuem grande capacidade de multiplicagdo, o0 que as tornam muito atrativas para a
terapia celular, tanto na medicina humana como na medicina veterindria . Quando
cultivadas in vitro sdo capazes de se auto renovar e dar origem a novos tipos celulares.
Atualmente h4 uma grande tendéncia para a utilizacdo de CTMs obtidas de tecidos
fetais, como a membrana amnidtica (MA), matriz extravascular do corddao umbilical
(CU) e sangue do corddao umbilical (SCU), podendo ser obtidas no momento do parto
por uma técnica ndo invasiva. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi isolar,
caracterizar, diferenciar e criopreservar CTMs obtidas de MA, CU e SCU de fetos
bovinos colhidos no momento do parto e em abatedouro. As células foram recuperadas
por meio de digestdo enzimética tecidual, realizada com solucdo de colagenase 0,1%.
Foram colhidas amostras de MA e CU no momento do parto (n=6) e de MA e CU no
terco inicial de gestagdo (n=6), bem como de SCU no terco médio de gestacdo em
abatedouro (n=6), as quais foram submetidas as analises morfologica,
imunocitoquimica, imunofenotipica por citometria de fluxo e diferenciagdes in vitro nas
linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica e criopreservacdo. Além disso,
foram criopreservadas e analisadas por citometria de fluxo para observacdo da
viabilidade celular. Todas as amostras dos diferentes periodos gestacionais
demonstraram adesdo ao plastico e morfologia fibroblastoide. No ensaio
imunocitoquimico todas as amostras foram imunomarcadas para CD44, NANOG e Oct-
4, com auséncia de marcacao para MHC Il. Na analise imunofenotipica por citometria
de fluxo, todas as amostras apresentaram marcacgdo para CD44, auséncia de marcagéo
para CD34 e baixa expresséo de MHC II. Apresentaram também capacidade de
diferenciacdo in vitro nas trés linhagens mesodermais e quando analisadas pos
criopreservacao por citometria de fluxo, todas as amostras apresentaram viabilidade de
80-90%. Na analise estatistica ndo houve diferenca significativa (P < 0,05) entre as
amostras e nem diferenca entre os periodos analisados. Estes resultados indicam que
MA, CU e SCU, obtidos tanto no momento de parto como em abatedouro de fetos
bovinos podem ser utilizados como fonte ndo invasiva e indolor de CTMs e possibilitam
a formag&o de bancos de armazenamento de células.

Palavras-chaves: Bovinos, células tronco mesenquimais, anexos fetais,
imunocitoquimica, citometria de fluxo.



Xiv
ABSTRACT

Stem cells are undifferentiated cells with a high proliferation potential. These cells can
be characterized by their in vivo ability to self-renew and to differentiate into
specialized cell lines. The most used stem cell type, in both human and veterinary field,
is the mesenchymal stem cells (MSC). Nowadays, there is a great tendency to use stem
cells derived from fetal tissues, such as amniotic membrane (AM), extravascular matrix
of umbilical cord (EMUC) and umbilical cord blood (UCB), which can be obtained
non-invasively at delivery time. Thus, the aim of this study was to isolate, characterize
and differentiate. MSC derived from bovine fetal annexes cow dairy neonates after
assisted delivery and of fetus obtained in slaughterhouse. Cells were isolated by
enzymatic digestion of the tissue fragments with 0,1% collagenase solution. Six samples
of AM and EMUC at delivery time, six samples of AM and EMUC at first third of
pregnancy and six samples of UCB at secondary third of pregnancy were subjected to
morphology evaluation, immunocytochemistry, flow cytometry and in vitro osteogenic,
adipogenic and chondrogenic differentiation. Moreover, sample were cryopresrved and
evaluated for viability by flow citometri. All samples showed adherence to plastic and
fibroblast-like morphology. Immunocytochemistry revealed expression of CD 44,
NANOG and OCT-4 and lack of expression of MHC Il in MSC from all samples. Flow
cytometry demonstrated that cells from all samples expressed CD 44, lacked CD 34
expression and showed low expression of MHC II. They were also capable of trilineage
mesenchymal differentiation and showed 80-90% viability after cryopreservation.
According to the results, AM, EMUC and UCB, either obtained at delivery time or from
slaughterhouse, are a painless and non-invasive source of MSC and can be used for
stem cell bank creation.
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1.INTRODUCAO

As células tronco (CT) desempenham um papel importante na medicina e na
medicina veterinaria de varias maneiras, sendo uma ferramenta promissora para a
medicina regenerativa, engenharia de tecidos e terapia celular, buscando restaurar o
funcionamento de tecidos ou Orgdos lesionados, através da protecdo da integridade
celular, repondo células lesionadas por células sadias, promovendo assim regeneracéao e
reparacdo adequada dos tecidos lesionados. Atualmente, as terapias celulares para
animais estdo sendo desenvolvidas com células tronco mesenquimais, conhecida
também como células estromais multipotentes, conhecidas pelo termo em inglés MSCs
(Mesenchymal Sem Cells e Multipotent Sromal Cells) e em portugués como células
tronco mesenquimais (CTMs) (BYDLOWSKI et al., 2009; RIBITSCH et al, 2010).

CT sdo células indiferenciadas com capacidade ilimitada de proliferacdo e auto-
renovacdo, além da capacidade de responder a estimulos externos e dar origem a
diferentes tipos celulares. As CT estdo presentes em diversos tecidos, entre eles a
medula 6ssea, a qual tem sido a mais estudada nos Gltimos anos, tanto como fonte de
células tronco hematopoéticas e como fonte de CTMs (BYDLOWSKI, et al., 2009).

Estas células se destacam ainda por apresentarem caracteristicas
imunomoduladoras e imunossupressoras que ampliam sua utilizagdo terapéutica. As
CTMs secretam uma variedade de citocinas antiinflamatdrias e fatores de crescimento
por meio de moléculas bioativas, que proporcionam a modulagdo da resposta
inflamatoria e a reparacdo adequada do tecido (MONTEIRO et al., 2010).

Tanto em humanos, como na medicina veterinaria, as CTMs tém sido isoladas
com sucesso em varios tipos de tecidos. As fontes celulares mais utilizadas sdo as
células da medula dssea e do tecido adiposo, entretanto, os procedimentos utilizados
para isolar esses tipos de tecido ainda séo invasivos e as células sd&o normalmente
obtidas com baixa eficiéncia (CORRADETTI et al. 2013).

Além disso, seus potenciais de diferenciacéo e proliferacdo podem diminuir com
a idade do doador. A possibilidade de se obter uma maior quantidade de células, de
forma ndo invasiva com baixo custo e sem causar risco para o doador, torna as células
derivadas de anexos fetais muito atrativas para a medicina regenerativa e terapia celular
(CORRADETTI et al. 2013).



As CT obtidas de anexos fetais, tais como o liquido amnidtico e a membrana
amniotica tém sido recentemente caracterizadas como fontes promissoras de células
tronco e células progenitoras. Células tanto derivadas da membrana amniética como do
liguido amniodtico, além de apresentarem caracteristicas semelhantes a das células
tronco adultas, apresentam também propriedades de células tronco embrionarias. Assim,
apresentam caracteristicas como expressdo de marcadores de pluripoténcia, grande
capacidade proliferativa sem demonstrar imunogenicidade e tumurogenicidade e, ainda
capacidade de diferenciacdo em diversos tecidos, inclusive extra mesenquimais
(ROUBELAKIS et al. 2012).

O recente progresso no estudo de CT permitiu o desenvolvimento de novas
perspectivas para o uso da terapia celular. Atualmente, as células tronco adultas (CTA)
e as células tronco embrionérias (CTE) sdo mais utilizadas. No entanto, as CTE ainda
apresentam problemas éticos e técnicos. Ja as células CTA derivadas de anexos fetais
apresentam grandes vantagens por serem colhidas de materiais que serdo descartados,
além de serem facilmente acessiveis, estdo disponiveis em maior quantidade nos tecidos
(MIHU ET al. 2009).

Os estudos mais recentes em relacdo as CTMs de anexos fetais tem como
objetivo o isolamento e a caracterizacdo destas células. No entanto, variacdes no seu
fenotipo, heterogeneidade e a auséncia de um uUnico marcador que seja expresso
somente neste tipo celular, dificulta o isolamento de uma populacdo homogénea de CT,
podendo impedir sua utilizacdo terapéutica (ROUBELAKIS et al. 2012).

Na terapia regenerativa e engenharia tecidual, o cultivo celular é realizado com o
objetivo de expandir o nimero de células isoladas. Entretanto, para otimizacdo da
utilizacdo de CTs em terapia celular, a formacdo de bancos de linhagens celulares é
fundamental. Desta forma, técnicas eficientes de criopreservacdo sdo importantes, pois
permitem o transporte das células até o local de uso clinico, a mistura de células para a
obtencdo do melhor potencial terapéutico e a coordenacdo da administracdo da terapia

celular com outros procedimentos terapéuticos (KOCH et al. 2007).



2. OBJETIVOS GERAIS

Este estudo teve como objetivo isolar, caracterizar e criopreservar células tronco
mesenguimais derivadas de anexos fetais de bovinos (membrana amnidtica, matriz
extravascular do corddao umbilical e sangue do corddo umbilical), obtidas de fetos a
termo, durante o parto natural assistido de vacas holandesas e de fetos bovinos na fase

inicial de gestacdo obtidas em abatedouro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Isolar e cultivar CTMs obtidas da membrana amniética, matriz extravascular do
corddo umbilical e sangue do cord&o umbilical de fetos bovinos, colhidos no momento

do parto normal, bem como durante o terco inicial de gestacdo, em abatedouro;

- Induzir a diferenciacdo in vitro das CTMs obtida dos diferentes tecidos fetais em
células da linhagem osteogénica, adipogénica e condrogénica utilizando-se células em

terceira passagem;

- Avaliar, por meio de citometria de fluxo, a expressdo dos marcadores de superficie
CD44, CD34, bem como do MHC classe Il, das células cultivadas em terceira

passagem:;

- Avaliar, através da imunocitoquimica, a expressao dos marcadores CD44 e MHC de
classe Il e ainda, marcadores de pluripoténcia, NANOG e Oct-4, das células cultivadas

em terceira passagem;

- Estudar a viabilidade e potencial de crescimento celular apds procedimento padrédo de

criopreservacao para formacgéo de um banco de células tronco.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Células tronco

Desde o inicio do século XX, ja sabia-se da existéncia das células tronco em
organismos adultos (LARGEAULT, 2004). Nos anos 70 foram descritos os primeiros
estudos com estas células, realizadas em camundongos, até que, em 1998, estas células
foram isoladas de humanos pelos pesquisadores James Thonson e John Gearhart, nos
Estados Unidos.

CT possuem a capacidade in vivo de se auto-renovar e se diferenciar em um ou
mais tipos celulares (KOCH et al., 2007). Séo células indiferenciadas com capacidade
prolongada ou ilimitada de multiplicacdo. Podendo assim originar células diferenciadas
e funcionais, 0 que as tornam promissoras para o tratamento de tecidos e 06rgaos

lesionados.

As CT podem ser classificadas quanto sua origem (embriondria e adulta) e

plasticidade (totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes).

O embrido em seu estagio inicial da origem a blastémeros totipotentes, os quais
podem dar origem a todos os tipos de células do individuo, incluindo a placenta e os
anexos fetais. Ja as células pluripotentes sdo obtidas de embrides em estagio mais
avancado de desenvolvimento (massa celular interna - MCI) do embrido, as quais séo
capazes de se diferenciar em todos os tecidos, exceto nos anexos embrionarios
(MINGRONI-NETTO & DESSEN, 2006).

Apesar da sua maior plasticidade, ainda ndo ha muito relatos sobre a utilizagdo
clinica das CTE para fins terapéuticos, devido a sua capacidade mutagénica, podendo
levar a formacéo de teratomas (SOLTER, 2006).

As células tronco adultas (CTA), também chamadas de células tronco somaticas,
possuem a funcao de repor as células mortas e/ou danificadas do organismo, reparando
e mantendo a integridade dos oOrgdos e tecidos (WALSH, 2003). S&o células
indiferenciadas no meio de tecidos diferenciados, até sua especializagdo nos processos
de crescimento, renovacao celular, reparagéo e diferenciacéo tecidual. Dentre as CTA se

destacam as células tronco hematopoiéticas e as células tronco mesenquimais.



Dentre as CTA sdo encontradas células multipotentes, que podem dar origem a
diversos tipos de celulares e serem obtidas de diversas fontes como de tecidos fetais e
medula Ossea. Entre elas estdo classificadas as CTMs as quais dao origem a células da
mesoderme como 0sso, cartilagem e gordura. Entre as células obtidas de individuo
adulto também se encontram as células unipotentes, as quais possuem sua capacidade de
diferenciacdo limitada a uma s6 linhagem celular como, por exemplo, as
espermatogonias (MINGRONI-NETTO & DESSEN, 2006).

3.2 Células tronco mesenquimais

Pesquisas nas Ultimas décadas permitiram a descoberta de diversas fontes de
CTA, dentre elas se destacaram as CTMs por apresentarem capacidade de diferenciar-se
em diversas linhagens celulares (NARDI, 2007; ROUBELAKIS, et al.,2012).

Friedenstein e colaboradores (1966) identificaram pela primeira vez, células que
correspondiam a uma populacdo de células progenitoras multipotentes. Estas células
foram inicialmente identificadas a partir das células mononucleares da medula 6ssea de
camundongos, as quais apresentaram capacidade de adesdo ao plastico e quando
cultivadas in vitro em placas de cultivo, apresentaram morfologia semelhantes a
espiculas e cultura em monocamada. Estas células foram entdo definidas como unidades

formadoras de col6nias fibroblasticas (CFU-Fs).

Por apresentarem estas semelhancas, foram adotados 3 critérios minimos pelo
comité da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT), os quais definem que as
células devem apresentar aderéncia ao plastico quando mantidas em cultura,
expressarem marcadores de superficie especificos como CD 105, CD73 e CD90 e ndo
expressarem 0s marcadores CD34, CD 45, CD14, CD11b, CD79, CD19 e HLA-DR e
ainda apresentarem capacidade de diferenciar-se nas linhagens osteogénica, adipogénica
e condrogénica. Esses critérios, como a expressdo dos marcadores de superficie refletem
caracteristicas bioldgicas e funcionais das células. Permitindo assim um avanco
progressivo no uso dessas células em estudos pré-clinicos e, consequentemente sua
utilizacdo terapéutica (DE BARI et al., 2001; DOMINICI, 2006).

As CTMs compreendem uma populacdo de células multipotentes capazes de
desenvolver a hematopoiese (PITTENGER et al., 1999; DEANS & MOSELY, 2000),



além de apresentar a capacidade de se diferenciar em varios tecidos (HERZOG et al.,
2003), incluindo tecido dsseo, cartilaginoso (BERNARDO et al., 2007), muscular
(YOON et al., 2005), adiposo e, além disso, produzem fatores de crescimento e

citocinas que promovem a expansao e diferenciacdo celular (POTAPOVA et al., 2007).

Esta liberagcdo de citocinas e fatores de crescimento tém sido relatada como
intimamente relacionada ao potencial terapéutico das células tronco, principalmente
pela acdo de imunomodulacdo da inflamacdo, prevencdo da formacdo de feridas, além
da regeneracdo de tecidos (ENGELA et al., 2012; TACGHEE & SONG, 2012;
EGGHOFER & HOOGDUIJN, 2012).

Estudos confirmam que CTMs liberam diversos fatores de crescimento quando
implantadas em um local especifico. Alguns desses fatores sdo: VEGF (fator de
crescimento vascular endotelial), HGF (fator de crescimento hepatico) e IGF-1(fator de
crescimento semelhante a insulina) tendo uma importante acdo paracrina no local onde
sdo transplantadas, promovendo, assim, a acdo antiinflamatoria e imunomoduladora
(WANG et al., 2006; NAUTA & FIBE, 2007; MAIA, et al., 2009; ENGELA et al.,
2012). numero e a capacidade de diferenciagdo destas células

As fontes mais utilizadas para obtencdo de CTMs sdo tecido adiposo e medula
0ssea, no entanto as células obtidas de medula 6ssea diminuem com a idade e seu
potencial terapéutico declina com o tempo (MULLER, 2001; SCREVEN, et al., 2014).
Devido a estas limitagdes outras fontes de CTMs foram identificadas, como as células
derivadas dos anexos fetais por apresentar-se como uma fonte nédo invasiva de obtencéo,
por serem tecidos normalmente descartados e com possibilidade de colheita ao
nascimento e formagdo de bancos de células (TSAI et al., 2004; CREMONESI et al.,
2011).

3.2.1 Diferenciacéo das células tronco mesenquimais

A caracteristica fundamental das CMTs em cultura é sua capacidade de se
diferenciar em osso, cartilagem e gordura. Sendo assim, a diferenciacdo osteogénica
requer a presenca de indutores que incluem o betaglicerolfosfato, acido ascoérbico,

dexametasona e soro fetal bovino. Na presenca destas substancias, as células



mesenquimais adquirem a morfologia de osteoblastos e passam a expressar fosfatase
alcalina e depositar matriz extra-celular rica em calcio (ZAGO & COVAS, 2006).

A diferenciacgdo condrogénica ocorre quando as CTMs séo cultivadas com baixa
concentracdo de soro fetal bovino e na presenga de TGF-a. Nestas condigdes, as CTMs
rapidamente mudam sua morfologia e passam a secretar glicosaminoglicanos,
agreganos, fibromodulina, proteina oligométrica da matriz cartilaginosa, decorina,
colageno tipo Il e condroaderina (ZAGO & COVAS, 2006).

Ja a diferenciacdo adipogénica das CTMs ocorre quando a monocamada celular
é cultivada em presenca de isobutilmetilxantina, assim as células cultivadas rapidamente
acumulam goticulas de lipideos do citoplasma (ZAGO & COVAS, 2006).

3.3 Células tronco derivadas de anexos fetais

Os anexos fetais sdo fontes de células tronco extra-embrionarias. As membranas
placentarias e o liquido amniédtico sdo as Unicas fontes que apresentam subpopulacdes
mesenquimais, hematopoiéticas, trofoblasticas e, possivelmente células tronco de

origem ainda mais primitivas e indiferenciadas (FAUZA, 2008).

As CT derivadas dos anexos fetais preservam caracteristicas dos tecidos
embrionarios de onde se originam e, muitos estudos estdo indicando que as mesmas
exibem caracteristicas de CTE, como a expressdao de alguns marcadores de
pluripoténcia como o Oct-4 e além de grande capacidade proliferativa, sem demonstrar
imunogenicidade e tumorogenicidade, ou seja, ndo demonstram a formacdo de
teratomas quando inoculadas (CREMONESI et al., 2011).

Corradetti e colaboradores (2013) isolaram e caracterizaram células obtidas da
porcdo epitelial do &mnion e liquido amnidtico de bovinos, as quais apresentaram
morfologia fibroblastoide e expressdo de marcadores de superficie especificos de CTMs
CD29, CD44, CD166, CD105 e CD73, bem como marcadores de pluripoténcia o Oct-4
e c-Myc e ndo expressaram marcadores hematopoiéticos. Quando induzidas, ambas as

fontes foram capazes de se diferenciar em linhagens do ectoderma e mesoderma.



3.3.1 Células tronco derivadas de membrana amniotica

A membrana amnidtica (MA) constitui a maior parte da camada interna da
membrana fetal, é formada por trés camadas: uma camada de epitélio simples, uma
espessa membrana basal e um mesénquima avascular (BENIRSCHKE et al., 2000). As
celulas obtidas da membrana amniotica, incluem dois tipos: as células epiteliais
amnioticas e as células mesenquimais amnioticas, ambos os tipos sdo originadas durante
o desenvolvimento do embrido (ROUBELASKIS et al., 2012).

A MA apresenta propriedades antibidticas e antiinflamatorias e, essas
propriedades fazem com que ocorra a formacdo de um epitélio de protecdo contra
infeccdes, 0 que as destacam para utilizacdo clinica. A MA vém sendo utilizado para
cicatrizacao de feridas, queimaduras de pele e reconstrucdo da superficie ocular (KIM et
al., 2007) como em casos de perfuracdes de cornea (KITAGAWA et al., 2011).

Estudos recentes isolaram células obtidas de MA de humanos, nos quais as
mesmas apresentaram adesdo ao plastico, morfologia fibroblastdide, caracteristicas
fenotipicas semelhantes a tecidos adultos e capacidade de diferenciagdo em mdaltiplas
linhagens (ILANCHERAN et al., 2007; MANUELPILLAI et al, 2011).
Imunofenotipicamente revelaram expressdo para antigenos como CD13, CD29, CD44,
CD49e, CD54, CD73, CD90, CD105 e CD166, ndo expressaram marcadores
hematopoiéticos como CD34, CD14, CD45 e CD49d (ROUBELASKIS et al., 2012) e
expressaram marcadores de pluripoténcia Oct- 3/4, SSEA-4, SOX-2, NANOG (MIHU
et al., 2009; DIAZ-PRADO et al., 2011, em humano; URANIO et al., 2011, em céo;
MAURQO et al., 2010, em ovinos; RUTIGLIANO ET AL., 2013, em gatos).

3.3.2 Células tronco derivadas da matriz extravascular do cordao

O cordao umbilical é recoberto pelo epitélio amnidtico que protege uma matriz
gelatinosa e elastica de mucopolissacarideos, composta por acido hialurénico e sulfato
de condroitina, chamada de “Wharton’s Jelly” (WJ) (McGEADY et al., 2006). O
amnion e a gelatina de Wharton recobrem trés importantes vasos sanguineos, os quais
sdo essenciais para o desenvolvimento do feto: um grande vaso que supre o

desenvolvimento fetal com sangue placentario, rico em nutrientes e oxigénio e dois



vasos menores, que retornam o sangue fetal com didxido de carbono, residuos e outras
toxinas (FORRAZ & McGUCKIN, 2010).

Segundo Barclay e colaboradores (1945) os bovinos apresentam duas veias e
duas artérias umbilicais, as veias se anastomosam na porcdo média do funiculo,
mediante a anastose transversal; as veias contiguas, se fusionam com outra veia no
canal umbilical.

O estudo pioneiro realizado na medicina veterinaria com células obtidas da
matriz extravascular do corddo umbilical (C.U.) foi realizado em suinos por Carlim e
colaboradores (2006), os quais isolaram e cultivaram células obtidas desta fonte e as
mesmas apresentaram morfologia fibroblastoide, aderéncia ao plastico, expressaram
marcadores de superficie como Oct-4, NANOG, SOX-2 através da avaliacdo
imunocitoquimica.

Estudos recentes na medicina humana relataram o isolamento e a capacidade de
diferenciacdo de células derivadas do C.U. em células 6sseas, endotelial hepatica e em
linhagens neurogénicas (ZHANG, LIE & WEI, 2009; XU et al., 2010; CABALLERO et
al., 2010; ZHANG & FAN, 2010).

CTMs obtidas da gelatina de Wharton de corddo umbilical de equinos foram
também cultivadas e isoladas. As células apresentaram morfologia fibroblastoide e
expressaram marcadores de pluripoténcia como Oct-4, SSEA-4, c-kit e a expressédo de
c-Myc (proliferagdo celular), CD54, CD90, CD105, CD146 e ndo expressaram 0S
marcadores CD34, CD45, CD133. Além disso, as células demonstraram um potencial
de diferenciacdo in vitro para as linhagens osteogénica, adipogénica, condrogénica (De
VITA et al., 2011) e neurogénica (HOYNOWSKI et al., 2007).

Células do C.U. de cdes foram isoladas e caracterizadas expressando marcadores
de pluripoténcia como Oct-3/4, NANOG, SOX-2 e SSEA-4 e marcadores de superficie
especificos de CTMs como CD44, CD90, CD105, CD184 e estas células foram capazes
ainda de diferenciar-se nas linhagens mesodermal (adipdcitos, ostedcitos e condrdcitos)
e ectodermal (célula neuronal) quando cultivadas in vitro com meios de indugédo
especificos (LEE et al., 2013).

Em bovinos foram isoladas células obtidas do C.U., as células isoladas foram

obtidas sem digestdo enzimatica, e segundo Cardoso e colaboradores (2012) a utilizagéo



10

dessas enzimas como colagenase, tripsina, entre outros, podem apresentar uma
desvantagem durante a digestdo dos tecidos, podendo haver uma reducédo na viabilidade
celular, degradacao nos receptores de superficie celular e na sua funcdo. No entanto, no
cultivo, a morfologia durante as passagens nao apresentaram nenhuma alteracéo, e as
mesmas ainda foram capazes de se diferenciar em linhagens osteogénica, adipogénica e
condrogénica e expressaram marcadores de superficie , como CD105, CD29, CD73 e
CD90.

Calloni e colaboradores em 2014, isolaram e cultivaram CTMs de medula éssea
e do C.U. de bovinos, as quais apresentaram morfologia fibroblastdide e expressaram os
marcadores da superficie celular CD29 , CD73, CD90, CD105 além do Oct-4 marcador
de pluripoténcia e capacidade de diferenciacdo in vitro em linhagens condrogénica,
adipogénica e osteogénica. Além disso, as células da matriz extravascular do cordéo
demonstraram capacidade de inibir a proliferacdo de células T em resposta a divisdo
celular. Células obtidas a partir destas fontes apresentaram morfologia de células

nervosas e expressao de marcador neural apos inducdo in vitro.

3.3.3 Células tronco derivadas do sangue do cordédo umbilical

O sangue do cordd@o umbilical (SCU) tem sido utilizado por mais de 20 anos
como fonte de células tronco hematopoiéticas (CTHS) para transplante na medicina
humana. Além disso, as células derivadas do sangue do corddo e do tecido extravascular
do corddo, demonstraram potencial de diferenciacdo de pluripoténcia, diferenciando-se
em linhagens das trés camadas germinativas in vitro e in vivo, tornando-as uma fonte
rica e ética de células tronco (FORRAZ & McGUCKIN, 2010).

Em 2004 foi relatada a descoberta de celulas tronco ndo hematopoiéticas,
pluripotentes chamadas de células tronco embryonic-like (MCGUCKIN et al., 2006)
que foram capazes de diferenciar-se in vitro em células neuronais, hepatobiliares,
pancreéticas, endoteliais, do musculo liso, adipdcitos, condrdcitos e ostedcitos
(BIEBACK et al., 2006; KOGLER et al, 2004)

Segundo estudo conduzido por Koch e colaboradores (2007), as CTMs do
corddo umbilical de equinos foram isoladas utilizando-se amostras a fresco colhidas no

momento do parto. De acordo com locano e colaboradores (2012) estas células aderiram
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rapidamente a placa de cultivo, apresentaram morfologia fibroblastéide e, ainda
capacidade de diferenciar-se in vitro em ostedcitos, condrdcitos e adipécitos.

Na medicina veterinaria bovina ainda sdo poucos os estudos com células tronco
do sangue corddo umbilical e seu armazenamento comercial para futuros transplantes.
No entanto, Raoufi e colaboradores (2011) isolaram e diferenciaram CTMs obtidas do
sangue do corddo umbilical de bovinos, a colheita realizada foi através da punc¢édo do
corddo umbilical, uma colheita minimamente invasiva. Estas células foram capazes de
diferenciar-se in vitro em ostedcitos, condrdcitos e adipocitos. Além disso, expressaram

marcadores de pluripoténcia como Oct-4 e SH3 (CD73), por meio de expressao génica.

3.4 Criopreservacéao

O método mais utilizado para criopreservacdo das células é o da refrigeracdo
equilibrada, no qual ocorre uma queda gradativa da temperatura que leva a formacéo de
gelo extracelular promovendo uma desidratacdo progressiva da célula, aumentando a
concentracdo de soluto intracelular até um estado passivel de vitrificagdo (BENSON et
al., 2008). Nestas condigdes os indices de sobrevivéncia de células mamiferas so séo
aceitaveis na presenca de substancias crioprotetoras (HUBEL, 1997).

Os danos causados as celulas durante a refrigeracdo equilibrada sdo de 3 classes:
osmotico, devido ao influxo e efluxo de agua durante a adicdo e remocdo do
crioprotetor; mecanico, devido a formacao dos cristais de gelo, e efeito do soluto, ou
dano quimico, que ocorre devido ao aumento da concentracdo intracelular de ions
durante a desidratacéo celular (BENSON et al., 2008).

A criopreservagdo tem como objetivo preservar o tecido vivo de varias maneiras,
recuperando o grau de viabilidade e integridade funcional, sem induzir toxidades
quando introduzidas. O crioprotetor mais utilizado para fazer a protecdo das células
durante o congelamento € o dimetilsulfoxido (DMSO), porém quando utilizados em

altas concentracdes podem apresentar toxicidade.

Desta forma, estudos vem sendo desenvolvidos na tentativa de diminuir a
concentragcdo de DMSO, adicionando ao meio de congelamento dissacarideos como a

trealose. Estes dissacarideos tem a capacidade de aumentar a viscosidade do meio
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contribuindo para a desidratacdo das células e diminuindo os efeitos toxicos causados
pelo DMSO. A trealose ja foi utilizada com sucesso para criopreservacdo de CTs
hematopoiéticas quando associadas com 10% de DMSO (ZHANG et al. 2003) como
também com 5% de DMSO (SEO et al., 2011).

Outro componente utilizado nos meios de criopreservagdo é o soro. Podendo-se
utilizar tanto soro autélogo como soro fetal bovino. O efeito benéfico do soro ocorre
através da interacdo de suas macromoléculas com os biocompostos celulares durante o
processo de criopreservagdo, estabilizando e protegendo as membranas celulares
(KNIGHT et al., 1977; GRILLI et al., 1980). Dessa forma, Schaefer e Dicke (1973)
observaram um aumento da capacidade crioprotetora do DMSO quando adicionado soro

ao meio de criopreservacéo.

A maioria dos protocolos de criopreservacdo de CTMs descritos na literatura,
utilizam o DMSO (Me,SO) como crioprotetor. A utilizacdo de 10% de DMSO ja foi
descrita com sucesso para a preservacdo de CTs hematopoiéticas (BRANCH et al.,
1994; FLEMING & HUBEL, 2006) e do corddo umbilical de equinos (MAIA et al.,
2014).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Colheita das amostras:

Este trabalho realizado foi aprovado pelo conselho de ética animal n° 30/2013.

Colheita no momento do parto

As amostras de MA (n=6), C.U. (n=6) e SCU (n=6) foram colhidas de fetos a
termo, durante o parto natural assistido de vacas holandesas (Bos taurus taurus) na
Fazenda Colorado, localizado na cidade Araras-SP.

Fragmentos de 10cm? de MA e C.U. foram colhidos com pinca anatémica e tesoura
estéril, lavados em Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS, Invitrogen, USA) acrescido

de penicilina/estreptomicina e acondicionados em tubos de centrifuga de 50mL
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contendo o meio de cultivo composto por DMEM baixa glicose/F12 (Gibco, EUA)
(2:1), 20% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, EUA), 1% de penicilina/estreptomicina
(Gibco, EUA) e 1,1% de anfotericina B (Gibco, EUA).

O SCU foi colhido com bolsa de transfuséo de sangue. Os tubos e as bolsas de
transfusdo foram armazenados a -5°C e transportados no sistema de transporte
refrigerado de sémen Botuflex® (Botupharma, Brasil) até o Laboratério Reproducéo
Animal Avancada e Terapia Celular (LANCA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP, Botucatu/SP (Fig.1).

Figura 1: Figura ilustrativa da colheita do material (membrana amniotica, matriz
extravascular corddo umbilical e sangue do corddo umbilical) de fetos a termo, durante
0 parto natural assistido de vacas holandesas (A); colheita da membrana amniética (B);

colheita do sangue do cord@o umbilical (C).
Colheita no abatedouro

As amostras de MA (n=6), C.U. (n=6) e SCU (n=6) foram obtidas de Utero

gravidico na fase inicial de gestacdo de bovinos, colhidas no abatedouro Mondelli,
localizado na cidade de Bauru/SP.
Apbs a abertura do Gtero fragmentos de 10 cm? de MA e aproximadamente 4 cm? de
C.U. foram colhidos com o auxilio de pinca anatdmica e tesoura estéril. Os fragmentos
foram acondicionados em tubos falcon de 50 ml contendo Hanks’ Balanced Salt
Solution (HBSS, Invitrogen, USA) acrescido de 1% penicilina/estreptomicina (Gibco,
USA).
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A colheita do sangue do corddo umbilical no terco inicial de gestagéo (TI), ndo

foi possivel devido ao didmetro das veias do corddo umbilical, sendo as amostras entéo
obtidas de fetos do ter¢co médio (TM) de gestagéo.
O SCU foram obtidos no TM, sendo colhidos 15 mL de sangue utilizando-se seringas
estéreis de 20 mL contendo 0,2 mL de heparina a 1000 Ul/mL (Hemofol, Cristalia,
BRA). Os tubos e as seringas foram armazenados a -5°C e transportados no sistema de
transporte refrigerado de sémen Botuflex® (Botupharma, Brasil) até o LANCA.

Para a mensuracdo da idade gestacional, os fetos tiveram a distancia encéfalo
coccigea mensuradas segundo a equacdo descrita por Neves et al (2008): IG = 22,623 +
4,2528 CC — 0,0124 CC? (r2 = 0,98). De acordo com esta estimativas foram formado os
grupos: Terco inicial (TI entre 39 - 112 dias) e Terco médio (TM entre 113 — 224 dias)

(Fig.2).

Figura 2: Figura ilustrativa da colheita do material (membrana amniética, matriz
extravascular do corddo umbilical) obtidas de Gtero gravidico na fase inicial de gestacdo
de bovinos, colhidas em abatedouro (A); mensuragdo da distancia encéfalo coccigea
(B); colheita da membrana amniética (C); colheita da matriz extravascular do cordéo
umbilical (D).
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4.2 Isolamento e cultivo celular

No laboratério, tanto as amostras colhidas no momento de parto (TF) como as
colhidas em abatedouro (TI) foram lavadas em Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS,
Invitrogen, USA) acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, USA) e
fragmentadas para favorecer da digestdo enzimatica realizada em solucdo 0,1% de
colagenase tipo 1 (Invitrogen, USA) por 2 horas em banho maria a 37°C. Durante este
periodo as amostras foram agitadas em vortex a cada 15 minutos.

Apbs a digestdo, as amostras foram filtradas em filtro de 70um (BD, USA) e
entdo centrifugadas a 600G com DMEM baixa glicose por 10 minutos para total
remocao da colagenase. Entdo, o pellet celular foi ressuspendido em meio de cultivo
previamente citado e cultivadas em garrafas de 25cm? (Sarstedt, USA) e mantidas em
estufa a 37,5°C em atmosfera com 90% de umidade e 5% de CO,. O meio de cultivo foi
trocado ap6s 48 horas até alcancar confluéncia de 80% quando entdo foram realizadas

0s subcultivos por tripsinizacao (TrypLE™

Express - Invitrogen, USA) (Fig.3).

As amostras do sangue do corddo umbilical (TM) foram centrifugadas a 600G
por 10 minutos, sendo o sobrenadante (plasma) descartado. Ao material remanescente
foi adicionado o meio DMEN baixa glicose/F12 (Invitrogen, USA) na proporgéo de 1:1,
sendo que essa mistura foi adicionada lentamente na propor¢do de 1:1 ao Histopaque-
1077 (Sigma-Aldrich Corp, USA), seguida de nova centrifugacdo na forca de 940G por
30 minutos. Apos a obtencdo das células mononucleares, foi acrescido meio de cultivo e
a amostra centrifugada duas vezes a 600G por 10 minutos. Entdo, o pellet celular foi
ressuspendido em meio de cultivo previamente citado, cultivadas em garrafas de 25cm?
(Sarstedt, USA) e mantidas em estufa a 37,5°C em atmosfera com 90% de umidade e
5% de CO..

O meio de cultivo foi trocado apds 48 horas até alcancar confluéncia de 80%
quando entdo foram realizadas os subcultivos por tripsinizacdo (TrypLE™ Express -
Invitrogen, USA).
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Figura 3: Processamento das amostras de membrana amniética e de matriz extravascular
do corddo umbilical de fetos bovinos colhidos no momento do parto e em abatedouro.
Membrana amnidtica acondicionadas em placa de petri (A); membrana amnidtica
fragmentada para facilitar a digestdo enzimatica (B); matriz extravascular do corddo
umbilical acondicionadas em placa de petri (C); matriz extravascular do cordao

umbilical fragmentada para facilitar a digestdo enzimatica (D).

4.3 Subcultivos:

Os subcultivos das amostras de MA, C.U. e SCU dos diferentes periodos
gestacionais, foi realizada quando as células atingiram confluéncia de 80%, elas foram
tripsinizadas (TrypLE™ Express - Invitrogen, USA) e centrifugadas a 600G por 10
minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células resuspendida
em meio de cultivo. Neste momento o nimero de células foram estimadas com o auxilio
da camara de Neubauer e um corante de exclusdo (Trypan Blue, Gibco, USA). Uma
aliquota foi diluida no corante em uma concentracao de 1:1 e mantidas por trés minutos,
tempo o suficiente para corar as células que sofreram morte celular. Uma aliquota de
10ul dessa diluicdo foi colocada em cada hemicamera, e foi realizada a contagem dos
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quatro quadrantes da extremidade, de forma que a diferenca do nimero de células em
cada hemicamera ndo ultrapasse 10%. Foi realizada uma média entre as duas
hemicameras obtendo-se uma média de células vivas, e entdo, utilizou-se para calcular o
numero de células/ml a férmula abaixo, descrita por Zago & Covas (2006). Este

procedimento foi conduzido em todas os subconjuntos.

Numero de células'mL = média nimero de células/ niUmero de quadrantes contados x

fator de diluicdo x 10

4.4 Caracterizacdo imunofenotipica:

A caracterizagdo imunofenotipica das CTMs das amostras de MA, do C.U, e do
SCU dos diferentes periodos gestacionais foram realizada ap6s a terceira passagem
(P3). Para isso, as suspensdes das CTMs dos diferentes periodos gestacionais foram
incubadas com os anticorpor primarios Mouse anti CD44 (clone BAG40A, 1:100,
VMRD®, USA) mouse anti MHCII FITC (clone CVS20, 1:100, ABD Serotec, VK) e
mouse anti CD34 (clone 581, 1:50, BD, USA). Para o marcador CD44 (ndo conjugado)
foi utilizado o marcador secundario goat-anti mouse IgG- FITC (clone STAR117F,
1:200, ABD Serotec, VK). Foi utilizado o protocolo padrdo sugerido pelo fabricante de
cada um dos anticorpos. As marcacdes foram baseadas em reatividades cruzadas. As

amostras foram analisadas por citdmetro de fluxo FACS Calibur BD®.

4.5 Imunocitoquimica

Para a imunocitoquimica das CTMS das amostras de MA, do C.U, e do SCU dos
diferentes periodos gestacionais foram realizada ap0s a terceira passagem (P3), foram
acondicionados em placas de 24 “wells” (Sarstedt, USA). Apds confluéncia de 80%, as
células foram fixadas e permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm™ (BD, USA), sendo
em seguida conduzido o bloqueio da peroxidase endogena por 20 minutos. Apds esse
periodo as amostras foram incubadas por uma hora em solucdo de leite em p6 a 3% para
o bloqueio de proteinas inespecificas. Em seguida, 0 anticorpo primario mouse anti-
horse MHC class Il monomorphic (clone CVS20, abD Serotec, UK) Rb pAb to
NANOG, ABCAM, ac. policlonal goat anti Oct-4 (MILIPORE, 1:100, SCR002, USA)
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e o0 controle negativo 1gG anti mouse (Dako Cytomation, DNK) foram incubados por 18
horas a 4°C, no escuro. Os anticorpos priméarios foram detectados por incubacdo no
sistema de polimeros HiDef HRP mouse/rabbit Polymer Detection System (Cell
Marque, CA, USA). A revelacdo da reacdo foi conduzida utilizando a solucdo de
substrato cromogénico DAB (Dako Cytomation, DNK) por 5 minutos, seguida de
contracoloracdo com Hematoxilina de Harris (Merck, BRA) por 1 minuto. A avaliacdo

da reacédo foi realizada em microscopio de luz invertido (Leica Microsystems, GER).

4.6 Ensaio de diferenciacdo nas tri-linhagens mesodermais (osteogénica,

adipogénica e condrogénica)

Osteogénica

Para a diferenciacdo osteogénica das CTMs das amostras de MA, do C.U. e do
SCU, apods P3 foram cultivadas em placas de seis “well” (Sarstedt, USA). Com a
densidade celular de 60% de confluéncia o meio de cultivo foi substituido pelo meio de
inducdo de diferenciacdo osteogénica (StemPro Osteogenesis Kit, Gibco, USA). Foram
realizadas trocas de meio a cada 48-72 horas por 10 dias.

Para a avaliacdo da diferenciacdo, as monocamadas foram fixadas em
paraformoldeido 4% por 30 minutos, lavadas duas vezes com A&gua deionizada
(MILLIQ) e cobertas com o corante Alizarin Red S 2% (Sigma-Aldrich, USA) e pH 4,2
(Sigma, USA) por 3 minutos. Apos este periodo, o excesso de corante foi removido
mediante as duas lavagens com agua MILLIQ e analisadas sob microscopia de luz
invertida para observagdo de depoésitos de matriz de calcio, corados em vermelho pelo
Alizarin Red S.

Adipogénica

Para a diferenciacdo adipogénica das CTMs das amostras de MA, do C.U. e do
SCU, foram cultivadas em placas de seis “well” (Sarstedt, USA). Com a densidade de
60% de confluéncia 0 meio de cultivo foi substituido pelo meio de inducdo de
diferenciacdo adipogénica (StemPro Adipogenesis Kit, Gibco, USA). Foram realizadas
trocas de meio a cada 48-72 horas por 10 dias.
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Para a avaliacdo da diferenciacdo, as monocamadas foram fixadas em
paraformoldeido 4% por 30 minutos, lavadas trés vezes em PBS, seguida de duas vezes
com agua MILLIQ e cobertas com o corante Oil Red O (Sigma-Aldrich,USA) por 10
minutos. ApoOs este periodo, foram lavadas mais duas vezes com agua MILLIQ e
analisadas sob microscopia de luz invertida para observacdo de goticulas de lipideos

intracitoplasmatico.

Condrogénica

Para a diferenciacdo condrogénica das CTMs das amostras de MA, do C.U. e do
SCU, as células foram tripsinizadas e centrifugadas para obten¢do do “pellet” de
celulas. O cultivo foi realizado em tubos falcon de 15 mL e os “pellets” foram mantidos
por 24-48 horas no meio de manutencdo quando o meio foi substituido pelo meio de

inducdo de diferenciacdo condrogénica (StemPro Chondrogenesis Kit, Gibco, USA).

Os meios foram trocados a cada 72 horas por 21 dias, e os pellets entdo fixados
em formol tamponado a 10% seguidos de incluséo em parafina, micritomia e foram
coradas com HE, Alcian Blue (ph=2,5) e Azul de Toluidina (ph= 1) para a observacgéo

de deposicéo de proteoglicanos.

4.7 Criopreservagao

As amostras de membrana amniotica, matriz extravascular do corddo umbilical e
sangue do corddo umbilical, apds a terceira passagem foram tripsinizadas e o pellet
ressuspendido em criotubos de 1,5ml com meio de congelamento (90% de SFB
acrescido de 10% de DMSO) e entdo devidamente etiquetado, contendo a linhagem
celular, passagem, concentracédo de células por ml e a data de congelamento.

Apds a diluicdo os criotubos foram colocadas em um suporte de refrigeracédo
controlada “Mr. Frosty” (1°- C/minuto a -80- °C — 24 horas, Nalgene) para que
ocorresse uma curva controlada de congelamento das células. ApoOs este periodo as
células foram retiradas do freezer -80°C e colocadas rapidamente em botijao de

nitrogénio liquido a -196°C.

Descongelamento
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Um criotubo de cada amostra foi descongelado para andlise de viabilidade, no
qual foram utilizadas duas metodologias: a coloragdo com azul de tripan (estimar
integridade de membrana celular) e a marcacdo com anexina V (avaliar processo de

morte celular programada — apoptose), analisadas pelo citdmetro de fluxo.

4.8 Anédlise Estatistica

Para a analise estatistica os resultados referente aos marcadores CD44, CD34 e
MHC 11 foram expressos em média + erro padrdo de média e submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) utilizando-se o PROC GLM do SAS (SAS, Inst. Inc., Cary, NC,
EUA), para verificar se ha diferenca significativa entre as médias e se os fatores
exercem influéncia em alguma variavel dependente. Para todas as analises foi adotado o

nivel de significancia P < 0,05.

5. RESULTADOS
Morfologia

As amostras de membrana amnidtica colhidas no terco inicial (T1) de gestacdo
obtidas em abatedouro apresentaram adesdo a superficie plastica do frasco de cultivo e
morfologia fibroblastoide em um periodo de 24 horas . J& as amostras colhidas no terco
final de gestacédo colhidas no momento do parto (TF), apresentaram adesdo a superficie
plastica do frasco de cultivo e morfologia fibroblastdide em um periodo de 48-72 horas
(Fig.4). As amostras de ambos os periodos gestacionais, permaneceram em cultivo
priméario até alcancarem confluéncia de 80-100%, quando realizou-se a primeira
passagem.

As amostras de matriz extravascular do corddo umbilical colhidas no (TI) de
gestacdo colhidas em abatedouro apresentaram adesdo a superficie pléstica do frasco de
cultivo e morfologia fibroblastéide em um periodo de 24 horas. J& as amostras colhidas
no terco final de gestagéo colhidas no (TF), apresentaram adesdo a superficie plastica do
frasco de cultivo e morfologia fibroblastéide em um periodo de 48-72 horas (Fig.5). Em
ambos 0s periodos gestacionais, as CTMs permaneceram em cultivo primario até

alcangarem confluéncia de 80-100%, quando realizou-se a primeira passagem.
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As amostras de sangue do corddo umbilical isoladas do momento do parto n&o
apresentaram adesao a superficie plastica, e consequentemente ndo cresceram in vitro.
A colheita do sangue do corddo umbilical no TI, ndo foi possivel devido ao diametro
das veias do corddo umbilical, sendo as amostras entdo obtidas de fetos do terco médio
TM de gestacdo. Quando submetidas ao cultivo, estas células aderiram ao plastico e
apresentaram morfologia fibroblastdide, em 48 horas, a qual pdde ser visualizadas
somente ap0Os a primeira troca de meio devido a alta concentracdo de hemaécias. As
células permaneceram em cultivo primario até alcancar confluéncia de 80-90% (Fig.6).

Nas amostras de membrana amniotica obtidas no Tl e TF observou-se coldnias
circunscritas de células com morfologia poligonal em cultivo priméario, compativeis
com células epiteliais, as quais permaneceram sem alteracfes morfoldgica, até P3 nas

amostras obtida no TF (Fig.7).
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Figura 4: Cultivo primario de células de membrana amniética colhidas de Utero
gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro. Células
apresentando adesdo a superficie plastica do frasco de cultivo e morfologia
fibroblastoide em um periodo de 24 horas (A), células de membrana amnidtica, com
aproximadamente 48 horas de cultivo, apresentando confluéncia de 90% (B). Cultivo
primario de células de membrana amniética colhidas de fetos a termo durante o parto
natural assistido de vacas holandesas. Células derivadas de membrana amniotica,
aderida e apresentando morfologia fibroblastdides em 48-72 horas de cultivo (C).
Células de membrana amnidtica, com aproximadamente 3-4 dias de cultivo,
apresentando confluéncia de 100% (D). Aumento de 10X (A, B, Ce D).
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Figura 5: Cultivo priméario de células de matriz extravascular do corddo umbilical
colhidas de Utero gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro.
Células da matriz extravascular do corddo umbilical apresentando adeséo a superficie
plastica do frasco de cultivo e morfologia fibroblastéide em um periodo de 24 horas
(A), células da matriz extravascular do corddo umbilical, com aproximadamente 48
horas de cultivo, apresentando confluéncia de 100% (B). Cultivo primério de células de
matriz extravascular do corddo umbilical colhidas de fetos a termo durante o parto
natural assistido de vacas holandesas. Células derivadas de matriz extravascular do
corddo umbilical, aderida e apresentando morfologia fibroblastdides em 48-72 horas de
cultivo (C). Células de matriz extravascular do corddo umbilical, com aproximadamente
3-4 dias de cultivo, apresentando confluéncia de 100% (D). Aumento de 10X (A, B,Ce
D).



24

Figura 6: Cultivo primario de células derivadas de sangue do corddo umbilical, colhidas
de Utero gravidico de fetos bovinos no terco medio de gestacdo de amostras obtidas em
abatedouro. Células derivadas do sangue do corddo umbilical, aderidas e apresentando
morfologia fibroblastéide em 48 horas de cultivo (A). Células do sangue do corddo
umbilical, com aproximadamente 72 horas de cultivo, apresentando confluéncia de 80-
90% (B). Aumento de 10X (A e B).

Figura 7: Cultivo priméario de células de membrana amnidtica colhidas de utero
gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro. Células
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apresentando adesdo a superficie pléstica do frasco de cultivo e morfologia poligonal
(A). Cultivo primério de células de membrana amniética colhidas de fetos a termo
durante o parto natural assistido de vacas holandesas. Células derivadas de membrana

amnidtica, aderida e apresentando morfologia poligonal (B).

Imunocitoquimica para os marcadores CD44, Oct-4, NANOG e MHC 11

As amostras obtidas de membrana amniética do (TI) e as obtidas no (TF)
apresentaram imunomarcacdo positiva para o CD44, Oct-4, NANOG e auséncia
marcacdo de MHCII. Ambos os periodos gestacionais foram avaliadas apos a terceira
passagem (P3), ndo havendo diferenca quanto a marcagdo entre os diferentes periodos
gestacionais (Fig.8).

As amostras obtidas de matriz extravascular do corddo umbilical do (TI) e as
obtidas no (TF) apresentaram imunomarcacao positiva para 0 CD44, Oct-4, NANOG e
auséncia marcacao de MHCII (Fig.9). Ambos os periodos gestacionais foram avaliadas
apos (P3), ndo havendo diferenca qualitativamente da marcacdo entre os diferentes
periodos gestacionais.

Da mesma forma, as amostras obtidas do sangue do corddo umbilical do (TM)
apresentaram imunomarcagdo positiva para o CD44, Oct-4, NANOG e auséncia
marcacao para 0 MHCII, todas as amostras foram avaliadas ap6s a (P3) (Fig.10).

controle
negativo MHC I Oct-4 NANOG Coda4

Ti
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Figura 8: Imunocitoquimica das células derivadas de membrana amnidtica, colhidas de
Utero gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestagdo em abatedouro para 0s
marcadores MHC 1I, Oct-4, NANOG e CD44. Células apresentando morfologia
fibroblastoide, controle negativo (A); MHCII (B); Oct-4 (C); NANOG(D); CD44 (E).
Células derivadas de membrana amniotica obtidas no terco final de gestacdo de bovinos
colhidas no momentos do parto. Células apresentando morfologia fibroblastéide,
controle negativo (F); MHCII (G); Oct-4 (H); NANOG (1); CD44 (J). Aumento de 10X
(A,B,C,D,E,F,G,H, I,el)).

Controle
negativo MHC Oct-4 MNANOG cDaa
5 L, ] #

T

TF

Figura 9: Imunocitoquimica das células derivadas da matriz extravascular do cordao
umbilical, colhidas de Gtero gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em
abatedouro para os marcadores MHC Il, Oct-4, NANOG e CD44. Células apresentando
morfologia fibroblastdide, controle negativo (A); MHCII (B); Oct-4 (C); NANOG(D);
CD44 (E). Células derivadas da matriz extravascular do corddo umbilical obtidas no
terco final de gestacdo de bovinos colhidas no momentos do parto. Células apresentando
morfologia fibroblastéide, controle negativo (F); MHCII (G); Oct-4 (H); NANOG (I);
CD44 (J). Aumento de 10X (A, B, C,D,E, F, G, H, 1 e J).

controle
negativo MHC 1 Oct-4 NANOG CD44
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Figura 10: Imunocitoquimica das células derivadas do sangue do corddo umbilical,
colhidas de Gtero gravidico de fetos bovinos no terco médio de gestacdo em abatedouro
para os marcadores MHC 1l, Oct-4, NANOG e CD44. Apresentando morfologia
fibroblastoide, controle negativo (A); MHCII (B); Oct-4 (C); NANOG(D); CD44 (E).
Aumento de 10X (A, B,C,DeE).

Diferenciacdo nas tri-linhagens. osteogénica, adipogéngica e condrogénica

- CTMs da Ma:

A avaliacdo do potencial de diferenciacdo osteogénica in vitro das amostras de
membrana amnidtica colhidas no (TI) de gestacdo obtidas em abatedouro e amostras
colhidas no (TF) de gestacdo obtidas no momento do parto foram analisadas em (P3).
Todas as amostras dos dois periodos gestacionais apresentaram mudancas morfologicas
e presenca de deposito de matriz extracelular rica em calcio (Fig.11). Quando avaliadas
para diferenciacdo adipogénica, todas as amostras dos diferentes periodos gestacionais
apresentaram mudancas morfoldgicas e presenca de gotas de lipidio no citoplasma
(Fig.12).

A avaliacao da diferenciacdo condrogénica das amostras de membrana amnidtica
dos diferentes periodos gestacionais, foi realizadas por meio de analise histologica dos
cultivos em 3D. As amostras foram avaliadas em (P3) e apresentaram mudangas

morfologicas e presenca de deposicao de proteoglicanos (Fig.13).

-CTMs do C.U.:

Na avaliacdo da diferenciacdo osteogénica das amostras de matriz extravascular
do cord@o umbilical obtidas em abatedouro (T1) e de amostras colhidas no momento do
parto (TF) foram analisadas em (P3). Observou-se mudancas morfoldgicas e presenca
de deposicdo de matriz extracelular rica em célcio (Fig.14). Quando avaliadas para
diferenciacdo adipogénica, todas as amostras dos dois periodos gestacionais
apresentaram mudancas morfoldgicas e presenca de goticulas de lipidio no citoplasma
(Fig.15).
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A avaliagéo da diferenciacdo condrogénica das amostras de matriz extravascular
do corddo umbilical dos diferentes periodos gestacionais, foi realizadas por meio de
analise histoldgica dos cultivos em 3D. Todas as amostras foram avaliadas em (P3) e
apresentaram mudancas morfologicas e presenca de deposito de proteoglicanos
(Fig.16).

- CTMs do SCU:

Na avaliacdo da diferenciacdo osteogénica das amostras de sangue do cordéao
umbilical, colhidas no (TM) de gestacdo obtidas em abatedouro foram analisadas em
(P3) resultando em alteracbes morfoldgicas e presenca de depésito de matriz
extracelular rica em célcio (Fig.17). Da mesma maneira, quando avaliadas para
diferenciacdo adipogénica, todas as amostras apresentaram mudancas morfoldgicas e
presenca de lipidio no citoplasmas (Fig.18).

Para avaliacdo da diferenciacdo condrogénica das amostras de sangue do cordéao
umbilical, foi realizado analise histolégica dos cultivos em 3D. Todas as amostras
foram avaliadas em (P3) e apresentaram mudancas morfologicas e presenca de

deposicdo de proteoglicanos (Fig.19).
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Controle #Cao
negativo osteogénica

Tl

Figura 11: Ensaio de diferenciacdo das CTMs derivadas de membrana amniotica
analisadas para diferenciacdo osteogénica de amostras colhidas de utero gravidico de
fetos bovinos na fase inicial de gestagdo em abatedouro, observando mudancas
morfoldgicas, controle negativo diferenciacdo osteogénica (A); diferenciacdo
osteogénica, observando-se depdsito de calcio extracelular corados em vermelho por
Alizarin Red (B) e amostras colhidas de fetos a termo durante o parto natural assistido
de vacas holandesas, observando mudangas morfoldgicas, controle diferenciacdo
osteogénica (C); diferenciacdo osteogénica, observando-se depdsito de caélcio
extracelular corados em vermelho por Alizarin Red (D). Aumento de 10X (A, B, C e
D).
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# Cao
adipogénica

Controle
negativo

Figura 12: Ensaio de diferenciacdo das CTMs derivadas de membrana amnidtica
analisadas para diferenciagdo adipogénica de amostras colhidas de dtero gravidico de
fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro, observando alteracdes
morfoldgicas, controle diferenciacdo adipogénica (A); diferenciacdo adipogénica,
observando-se goticulas de lipidios corados por Oil Red (B) e amostras colhidas de
fetos a termo durante o parto natural assistido de vacas holandesas, observando
alteracdes morfologicas, controle diferenciacdo adipogénica (C); diferenciagédo
adipogénica, observando-se goticulas de lipidios corados por Oil Red (D). Aumento de
10X (A, B e C), aumento de 20X (D).
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HE Alcian blue Azul de toluidina

Figura 13: Ensaio de diferenciacdo das CTMs derivadas de membrana amnidtica
analisadas para diferenciacdo condrogénica de amostras colhidas de Utero gravidico de
fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro, observando alteracoes
morfologicas observadas em roseo pela coloracdo HE (A); presenca da matriz de
glicosaminoglicanos coradas em azul pela coloracdo de alcian blue (B); metacromasia
pela coloracao azul de toluidina (C) e amostras colhidas de fetos a termo durante o parto
natural assistido de vacas holandesas, observando altera¢cbes morfoldgicas observadas
em réseo pela coloragdo HE (D) ; presenca da matriz de glicosaminoglicanos
observadas em azul pela coloracao de alcian blue (E); metacromasia pela coloragéo azul
de toluidina (F). Aumento de 10X (A, B, C, D, e F).



32

Controle #Cao
negativo osteogénica

Tl

Figura 14: Ensaio de diferenciacdo das CTMs derivadas de matriz extravascular do
corddo umbilical analisadas para diferenciacdo osteogénica de amostras colhidas de
Utero gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro, observando
mudancas morfologicas, controle diferenciacdo osteogénica (A); diferenciagdo
osteogénica, observando-se depdsito de calcio extracelular corados em vermelho por
Alizarin Red (B) e amostras colhidas de fetos a termo durante o parto natural assistido
de vacas holandesas, observando mudancas morfolégicas, controle diferenciacdo
osteogénica (C); diferenciacdo osteogénica, observando-se depdsito de caélcio
extracelular corados em vermelho por Alizarin Red (D). Aumento de 10X (A, B, C e
D).
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Controle #Cao
negativo adipogénica

Figura 15: Ensaio de diferenciagdo das CTMs derivadas de matriz extravascular do
corddo umbilical analisadas para diferenciacdo adipogénica de amostras colhidas de
Utero gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro, observando
alteracbes morfoldgicas, controle diferenciacdo adipogénica (A); diferenciacdo
adipogénica, observando-se goticulas de lipidios corados por Qil Red (B) e amostras
colhidas de fetos a termo durante o parto natural assistido de vacas holandesas,
apresentando alteracdes morfoldgicas, controle negativo diferenciacdo adipogénica (C);
diferenciacéo adipogénica, observando-se goticulas de lipidios corados por Oil Red (D).
Aumento de 10X (A, B, Ce D).
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HE Alcian blue Azul de toluidina

Figura 16: Ensaio de diferenciacdo das CTMs derivadas de matriz extravascular do
corddo umbilical analisadas para diferenciacdo condrogénica de amostras colhidas de
Utero gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro, observando
alterac6es morfoldgicas observadas em roseo pela coloracdo HE (A); presenca da matriz
de glicosaminoglicanos coradas em azul pela coloragdo de alcian blue (B);
metacromasia pela coloragéo azul de toluidina (C) e amostras colhidas de fetos a termo
durante o parto natural assistido de vacas holandesas, apresentando alteracdes
morfoldgicas observadas em roseo pela coloracdo HE (D); presenca da matriz de
glicosaminoglicanos observadas em azul pela coloracdo de alcian blue (E);
metacromasia pela coloragédo azul de toluidina (F). Aumento de 10X (A, B, C, D, E e
F).
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Controle #Cdo
negativo osteogénica

Figura 17: Ensaio de diferenciacdo das CTMs derivadas de sangue do corddo umbilical
analisadas para diferenciacdo osteogénica de amostras colhidas de utero gravidico de
fetos bovinos no terco médio de gestagdo obtidas em abatedouro, observando mudancas
morfoldgicas, controle negativo diferenciacdo osteogénica (A); diferenciacdo
osteogénica, observando-se depdsito de célcio extracelular corados em vermelho por
Alizarin Red (B). Aumento de 10X (A e B).

controle #Cd0
negativo adipogeénica

™

Figura 18: Ensaio de diferenciacdo das CTMs derivadas de sangue do corddao umbilical

analisadas para diferenciacdo adipogénica de amostras colhidas de Gtero gravidico de
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fetos bovinos no terco médio de gestacdo obtidas em abatedouro, observando alteracdes
morfoldgicas, controle negativo diferenciacdo adipogénica (A); diferenciacdo
adipogénica, observando-se goticulas de lipidios corados por Oil Red (B). Aumento de
10X (A e B).

HE Alcian blue Azul de toluidina

Figura 19: Ensaio de diferenciacdo das CTMs derivadas de sangue do corddo umbilical
analisadas para diferenciacdo condrogénica de amostras colhidas de Utero gravidico de
fetos bovinos no terco médio de gestacdo obtidas em abatedouro, observando alteracdes
morfolégicas observadas em réseo pela coloracdo HE (A); presenca da matriz de
glicosaminoglicanos observadas em azul pela coloracdo de alcian blue (B);

metacromasia pela coloragdo azul de toluidina (C). Aumento de 10X (A, B e C).

Citometria de fluxo para os marcadores CD34, CD44 e MHC |

As amostras de MA de bovinos, colhidas no Tl em abatedouro e as amostras
obtidas no TF, foram avaliadas apds P3. Foi considerada marcagdo negativa quando o0s
resultados eram < 2%. Todas as amostras dos diferentes periodos apresentaram
marcagdo positiva para CD44 e ndo houve diferenca (P<0,05) na expressdo deste
marcador entre os grupos estudados. Nas amostras de Tl de gestacdo néo foi
evidenciada marcagdo para os marcadores de superficie CD34 e MHCII. No entanto,
nas amostras obtidas no TF a expressdo dos marcadores de superficie CD34 e MHCII
foi relativamente maior em relagcdo ao T1 (P<0,05) sendo considerada positiva. Apesar
disso, o indice de marcacdo ndo ultrapassou 0s 10% em nenhuma das amostras (Tabela

1).
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Tabela 1: Valores de média e erro padrdo de média para marcadores CD44, CD34 e
MHC de classe Il das células tronco mesenquimais derivadas de membrana amniética
de bovinos, colhidas de Gtero gravidico no terco inicial de gestacdo em abatedouro e

colhidas de fetos a termo durante o parto natural assistido de vacas holandesas.

Expressdo dos Marcadores (%0)

Terco Momento do
Marcadores Inicial Parto
CD44 56,8 59,5
CD34 0,3° 3,4°
MHCII 1,05% 9,7°

As amostras de C.U. de bovinos, colhidas no Tl em abatedouro e amostras
obtidas no TF, foram avaliadas apds P3. Todas as amostras dos diferentes periodos
gestacionais apresentaram marcagdo positiva para CD44 e negativos para a marcacao
CD34. Nao houve diferenca (P<0,05) na expressdo de CD44 e CD34 nos grupos
estudados. No entanto, a expressao do MHCII foi relativamente maior nas amostras de

TF do que nas amostras de TI, conforme demonstrado na tabela 2.
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Tabela 2: Valores de média e erro padrdo de média para os marcadores CD44, CD34 e
MHC classe Il de células derivadas de matriz extravascular do corddo umbilical de
bovinos, colhidas de utero gravidico no terco inicial de gestacdo e de fetos a termo

durante o parto natural assistido de vacas holandesas.

Expressado dos Marcadores (%0)

Terco Momento do
Marcadores Inicial Parto
CD44 77,6 63,4
CD34 0,4 1,4
MHCII 0,7° 5,2°

As amostras do sangue do corddo umbilical de bovinos, colhidas no TM em
abatedouro, foram avaliadas apds P3. Todas as amostras avaliadas expressaram
marcacao elevada para CD44, e baixa para CD34 e MHCII, conforme representados na
tabela 3.

Tabela 3: Valores de média e erro padrdo de média dos marcadores CD44, CD34 e
MHC classe Il de células derivadas do sangue do corddo umbilical de bovinos, colhidas

de fetos bovinos no terco médio de gestacdo em abatedouro.

Expressédo dos Marcadores (%)

Marcadores Terco

Médio

CD44
62,7

CD34
5,6

MHCII
10,2

Quando comparamos as amostras de MA e C.U. de bovinos nos diferentes periodos

gestacionais, ndo foram observadas diferencas (P<0,05) para cada marcador
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(CD44, CD34, MHCII) entre os momentos estudados, demonstrados na tabela 4.
Entretanto as amostras colhidas no TF de gestacdo apresentaram positividade para
MHCII (= 2%). Apesar disso, como os valores observados foram baixos, ndo houve

diferenga estatistica em relacdo as amostras negativas (< 2%).

Tabela 4: Valores da expressdo em porcentagem dos marcadores CD44, CD34 e MHC
classe Il comparando fontes e grupos de células derivadas de membrana amnioética e
matriz extravascular do corddo umbilical de bovinos, colhidas no terco inicial de

gestacdo em abatedouro e de fetos a termo durante o parto natural assistido de vacas

holandesas.

Expressdo dos marcadores (%) entre fontes e grupos
Marcadores MA(TI) MA(TF) CU(TI) CU(TF)
CD44 56,87 59,53 77,63 63,45
CD34 0,38 3,47 0,47 1,45
MHCII 1,05 9,77° 0,78 5,25°%

Andlise de viabilidade, apoptose e necrose

As amostras obtidas de MA do TI e as obtidas no TF apresentaram viabilidade
de 80%. As CTMs das amostras dos diferentes periodos gestacionais foram
criopreservadas apds a terceira passagem P3 e descongeladas para analise de
viabilidade, apoptose e necrose (P>0,05) entre os diferentes periodos gestacionais
(Fig.20).

As amostras obtidas de C.U. do (TI) e as obtidas no TF apresentaram

viabilidade de 80%. Ambos os periodos gestacionais foram criopreservadas apés a
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terceira passagem (P3) e descongeladas para anélise de viabilidade, (P>0,05) entre os
diferentes periodos gestacionais (Fig.21).
Da mesma forma, as amostras obtidas do sangue do corddo umbilical do (TM)

apresentaram viabilidade de 90% (fig.22).
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Figura 20: Amostras derivadas de membrana amnidtica colhidas de Gtero gravidico de
fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro e colhidas de fetos a termo
durante o parto natural assistido de vacas holandesas, apresentando viabilidade de 80%

apos serem criopreservadas.
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Figura 21: Amostras derivadas de matriz extravascular do corddo umbilical colhidas de
Utero gravidico de fetos bovinos na fase inicial de gestacdo em abatedouro e colhidas de
fetos a termo durante o parto natural assistido de vacas holandesas, apresentando

viabilidade de 80% ap0s serem criopreservadas.
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Figura 22: Amostras derivadas de sangue do corddo umbilical colhidas de dtero
gravidico de fetos bovinos no terco médio de gestacdo em abatedouro, apresentando

viabilidade de 90% apds serem criopreservadas.

6. DISCUSSAO

A busca por novas fontes de células tronco mesenquimais (CTM) como
alternativa a medula 6ssea tem crescido nas Ultimas décadas. Neste sentido, 0s anexos
fetais destacam-se como uma fonte vantajosa por serem tecidos normalmente
descartados apds o parto, sendo portanto, de facil obtencédo, de colheita ndo invasiva e
com grande possibilidade de utilizacdo para formacédo de bancos de armazenamento na
medicina humana (FAUZA, 2004; GUCCIARDO, 2008) e veterinaria (CORRADETTI
etal., 2013).

Por este motivo este estudo teve como objetivo isolar, caracterizar, diferenciar e
criopreservar células tronco mesenquimais de fetos bovinos (membrana amnidtica,
matriz extravascular do corddo umbilical e sangue do corddo umbilical), obtidas de
fetos a termo, durante o parto natural assistido de vacas holandesas, bem como de fetos
bovinos na fase inicial de gestagdo obtidas em abatedouro, comparando suas
caracteristicas e a expressdo de marcadores. O sangue do corddo umbilical foi colhido

somente de fetos no terco médio de gestacdo em abatedouro.

As amostras obtidas de membrana amniética e matriz extravascular do corddo
umbilical colhidas no terco inicial de gestacdo bem como sangue do corddo umbilical
colhidas no terco médio de gestacdo em abatedouro, foram facilmente isoladas apds
transporte por até 48 hrs refrigeradas a 5°C. A colheita em abatedouro se mostrou mais

facil e livre de contaminacdo ambiental quando comparada a colheita a campo, uma vez
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gue no momento do parto, se as membranas fetais tocarem a cama da baia antes da

coleta, estas ndo poderao ser aproveitadas .

As células obtidas no Tl da gestacdo apresentaram aderéncia ao plastico e
aquisicdo da morfologia fibroblastéide muito rapidamente 24hrs, alcancando
confluéncia de 80-90% em um periodo de 48 horas. O mesmo ocorreu com as células
do sangue do corddo umbilical obtidas no TM da gestacdo que em 72hrs apos o inicio
do cultivo ja se encontravam em confluéncia. Por outro lado as células obtidas dos
tecidos fetais no momento do parto apresentaram crescimento um pouco mais lento,
com aderéncia apds 48hrs e confluéncia em 3-4 dias. Estes dados corroboram com os
achados relatados em estudos com células humanas (ZHANG & FAN, 2010), caninas
(LEE et al., 2012) e bovinos (CORRADETTI et al., 2013), sugerindo um alto indice de
proliferacdo em células obtidas de tecidos fetais. Estes resultados também foram
confirmados por experimentos anteriores realizados em nosso laborat6rio para outras
espécies animais, uma vez que a aderéncia ao plastico foi observada apés 4,8 dias para
células do corddo umbilical equino, com confluéncia de 80% apos 6 dias de cultivo
(BARBERINI et al., 2014).

No presente trabalho, em cultivos priméarios de células obtidas da membrana
amnidtica frequentemente observou-se colénias circunscritas de células com morfologia
poligonal. Resultados semelhantes foram obtidos por MIKI et al., (2005) que descreveu
tais células como sendo da porcéo epitelial da membrana amnidtica. Existem diversos
relados da presenca destas células em cultivo e contradigbes quanto ao numero de
passagens nas quais elas continuam presentes. PAROLINI et al. (2008) afirma que estas
células se proliferam rapidamente entre as passagens 2 a 6. Da mesma forma DIAZ-
PRADO et al. (2010) indicam que ambas as populacdes de células (mesenquimais e
epiteliais) mantém suas caracteristicas fenotipicas até a 9 passagem. Por outro lado
SONCINI et al. (2007), confirmou suas caracteristicas até 15* passagem sem alteragGes
morfoldgicas. No presente estudo observou-se a presenca de células semelhantes as
epiteliais em amostras de membrana amnidtica colhidas no Tl da gestagdo, com
proliferacdo até a 3% passagem, sem alteracdes morfoldgicas, corroborando com o0s
trabalhos descritos na literatura.

Na analise imunocitoquimica, realizadas diretamente nas placas de cultivo, todos

os tecidos (membrana amniotica, matriz extravascular do corddao umbilical e sangue do
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corddo umbilical) dos diferentes periodos gestacionais (TI, TM e TF) apresentaram
marcacdo para CD44, confirmando sua origem mesenquimal, e expressdo de
marcadores de pluripoténcia como Oct-4 e NANOG juntamente com a auséncia de
marcacdo para MHC de classe Il. Estes resultados corroboram com o observado por
outros autores (LEE et al., 2012; CALLONI et al., 2014) que observaram a presenca de
marcadores para células pluripotentes em cultivos celulares de tecidos fetais. No entanto
descorda de resultados prévios obtidos em nosso laboratorio para a espécie equina (DE
VITA et al., 2013) e dos resultados obtidos por URANIO et al., (2011) para a espécie
canina. Como a metodologia de andlise utilizada foi qualitativa, sugere-se a utilizacéo
de uma metodologia quantitativa para verificar se existem diferengas nas expressoes

destes marcadores entre os grupos (Tl e TF).

A marcacdo positiva para CD44 foi confirmada na avaliagcdo por citometria de
fluxo em todos os tecidos (membrana amnidtica, matriz extravascular do cordao
umbilical e sangue do corddo umbilical) nos diferentes periodos gestacionais (TI, TM e
TF). Este resultado é compativel com o observado por outros autores em tecidos fetais
(IACONO et al., 2012, DE VITA et al., 2013). Entretanto, esta marcacdo ndo foi muito
elevada, uma vez que de acordo DOMINICI et al., (2006) o ideal seria uma marcagio >
95%. Vale ressaltar que a ndo especificidade do anticorpo pode ter contribuido para a

gueda nos valores de positividade.

Quando o marcador de superficie CD34, caracteristico de células
hematopoiéticas, foi avaliado observou-se negatividade tanto nas amostras de
membrana amnidtica como nas de matriz extra-vascular do corddo umbilical no terco
inicial de gestacdo, concordando com dados da literatura (CARDOSO et al., 2012,
ROUBELAKIS et al., 2012; IACONO et al., 2012). Entretanto, nas amostras de
membrana amnidética colhidas no terco final de gestagdo, bem como nas amostras de
sangue do CU, a expressdo de CD34 foi considerada positiva (> 2%). Estes resultados
sdo semelhantes aos observados por Seo et al. (2012) onde as células de MA canina
apresentaram baixa expressdo para 0 CD34 (2,62%).

Da mesma forma a expressdo de MHCII foi negativa nas amostras colhidas no
terco inicial de gestacdo, mas considerada positiva nas amostras colhidas no TF e nas
oriundas do sangue do CU. Estes resultados concordam com o observado em

experimentos prévios realizados em nosso laboratorio onde observou-se 5,9% de
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expressdo de MHCII em células do corddo umbilical de equinos (BARBERINI et al.,
2014). Apesar das amostras terem sido consideras positivas, a expressdo de MHCI|I foi
extremamente baixa e essa classificacdo (negativa ou positiva), varia de acordo com 0s
autores (DOMINICI et al., 2006; SEO et al., 2012, YUAN et al., 2013). Vale ainda
ressaltar que quando a expresséio de MHCII foi avaliada pela técnica de
imunocitoquimica todas as amostras foram negativas. Sabe-se que MHC do tipo 1l
somente é expresso nas membranas de células apresentadoras de antigenos profissionais
(APCs) que inclui células dendriticas, macréfagos e linfocitos B (TEVA et al., 2010), e
a ndo expressdo nas CTMs, indica um potencial efeito imunomodulatério
(HOYNOWSKI et al., 2007; CARRADE et al., 2012).

Uma das formas de se caracterizar células tronco mesenquimais € testar sua
capacidade para se diferenciar em tecidos da linhagem mesodermal. No presente estudo
todos os tecidos (membrana amnidtica, matriz extravascular do corddao umbilical e
sangue do corddo umbilical) dos diferentes periodos gestacionais (TI, TM e TF)
apresentaram capacidade de diferenciacdo adipogénica observada pela presenca de
goticulas de lipidios no citoplasma, diferenciacdo osteogénica observada pela presenca
de matriz extracelular de célcio, e capacidade de diferenciacdo condrogénica observada
pela presenca de matriz extracelular rica em proteoglicanos. Estes resultados
corroboram com o0s estudos descritos na literatura por CORRADETTI et al., (2013);
IACONO et al., (2012); LEE et al., (2012); DE VITA et al., (2011) e RAUOFI et al.,
(2011).

As células se diferenciaram nas linhagens osteogénica e adipogénica em 10 dias,
concordando com os resultados de Barberini et al. (2014) para tecido fetal equino e
Maia et al. (2011) para MO equina. Ja para a diferenciacdo condrogénica foram
necessarios 21 dias o que também concorda com resultados prévios obtidos em nosso
laboratdrio para CTMs obtidas de medula 6ssea (MAIA et al. 2013) e de tecido fetal
equino (DE VITA et al., 2014 e BARBERINI et al., 2014). O maior tempo necessario
para a inducdo da diferenciacdo condrogénica pode estar associado ao tipo de cultivo
celular utilizado, uma vez que neste procedimento foi realizado um cultivo 3D em
pellet. Avaliacbes quantitativas quanto a producdo de calcio, lipideos e matriz
cartilaginosa, assim como expressdo génica, também poderiam ser utilizadas na
comparacao entre os diferentes tecidos estudados. Entretanto o alto custo dessas analises

limitou a sua utilizacdo nas condic¢des do presente experimento.
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Quando se pensa em terapia celular deve-se considerar a formagdo de bancos de
células que oferecam uma maior disponibilidade de material para o tratamento de
afeccdes. Desta forma, é necessario utilizar protocolos seguros onde as células possam
se manter viaveis por longos periodos. Em estudo pioneiro, CTMs provenientes do
sangue do corddo umbilical foram criopreservadas por tempo prolongado obtendo-se
resultados positivos, em relacdo a expansdo e diferenciacdo in vitro destas pos-
congelamento (LIU et al., 2011). No presente experimento, apds a descongelacdo as
CTMs de todos os tecidos testados apresentaram viabilidade acima de 80% quando

analisadas pela citometria de fluxo apds coloragdo com iodeto de propidio e anexina V.

O sucesso da metodologia de criopreservacdo utilizada esta associado a escolha
do crioprotetor, a utilizacdo de uma curva controlada de resfriamento bem como a uma
metodologia eficiente de descongelamento. Utilizando células de liquido amniético Janz
et al. (2012), testaram alguns crioprotetores, e demostraram que o glicerol e 0 DMSO
mantém uma melhor viabilidade, assim como as caracteristicas de proliferacdo e
marcadores especificos, quando criopreservadas por 6 meses. CHAYTOR et al. (2012)
demonstraram que tdo importante quanto a forma de congelar, é também a inibicdo da
recristalizacdo de gelo na p6s-congelacdo, o que foi obtido no presente experimento
através da manutencdo das células em banho-maria sob leve agitacdo até ficar uma

mindscula pedra de gelo, e ao gotejamento da amostra no momento da re-hidratacéo.

7. CONCLUSAO

Baseando nos objetivos propostos, podemos concluir que as células tronco
mesenguimais podem ser isoladas com facilidade tanto da membrana amnidtica como
da matriz extra vascular do corddao umbilical de fetos bovinos. Com possibilidade de
obtencdo adequada destas fontes tanto em abatedouro como de fetos a termo no
momento do parto natural assistido. O transporte a 5°C por até 48 horas também se
mostrou viavel para o encaminhamento das amostras até o laboratorio.

A analise morfoldgica e de crescimento celular realizada neste estudo indicou
que as CTMs de tecidos fetais bovinos apresentam alto potencial de adesdo e rapida

proliferacéo in vitro.
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A avaliagdo imunocitoquimica indicou que as CTMs dos tecidos analisados
apresentam caracteristicas tipicas de células estromais, mas também sinais de
pluripotencia, o que sugere um alto potencial terapéutico.

A baixa expressio de MHCII indica uma caracterisitica de baixa
imunogenicidade desejavel em células destinadas ao uso em terapia celular.

Tanto as células da MA como da C.U., bem como do SCU apresentaram bom
potencial de diferenciacdo em tecidos mesodermais, confirmando assim sua
caracterizagdo como CTMs.

A viabilidade celular foi preservada com a utilizagdo de DMSO como
crioprotetor e utilizacdo de curvas de congelamento e descongelamento controladas
indicam a possibilidade do armazenamento destas células em bancos de células.

Nossos resultados sugerem que todos os tecidos (membrana amnidtica, matriz
extravascular do corddo umbilical e sangue do corddo umbilical) dos diferentes periodos
gestacionais (TI, TM e TF) sdo excelentes fontes de células tronco mesenquimais para a
medicina bovina, mantendo suas caracteristicas morfoldégicas mesmo apOs serem
criopreservadas, porém € necessario estudos mais aprofundados relacionados a
identificacdo de mecanismos e de moléculas que mediam sua acdo bioldgica e que

controlam a sobrevivéncia e proliferacdo desta células quando inoculadas.
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