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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células adultas multipotentes com
morfologia fibroblastéide e aderentes ao plastico. Além disso, podem ser obtidas de
diferentes fontes. Além da medula 6ssea, estas células sdo retiradas do sangue de corddo
umbilical, da veia umbilical, da veia safena, do sangue periférico, da parede de artérias,
do figado e do pancreas fetais, da placenta, da polpa dentaria e do tecido adiposo. As
CTMs obtidas do tecido adiposo se destacam devido a abundante quantidade de células
que podem ser retiradas deste tecido, facil acesso e pouco desconforto para o paciente.
Neste estudo foram comparadas duas técnicas para obtencdo de CTMs de tecido
adiposo: dissociacdo mecanica (DM) e digestdo enzimética (DE). Foram também
analisadas reacBes cruzadas inter-espécies utilizando anticorpos monoclonais
comerciais dirigidos contra antigenos de superficie de células-tronco de diferentes
espécies: camundongo, cavalo, coelho, macaco e humano. Observamos que a técnica de
DM ¢é favoravel em relacdo a DE apds 15 dias de cultura, sendo que a DE mostra-se
mais eficiente nos primeiros dias de cultura. Os dados encontrados mostraram também
que a DM causa menos dano ao DNA celular. Com relacéo as rea¢cfes cruzadas inter-
espécies, destaca-se 0 anticorpo monoclonal A69 dirigido contra células-tronco de
coelhos, o qual pode ser utilizado em medicina veterinaria, em especial na pesquisa

envolvendo equinos.

Palavras-chave: Célula-tronco mesenquimal; Marcadores de superficie celular;

Medicina regenerativa; Medula 6ssea; Tecido adiposo



ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult multipotent cells with fibroblastoid
morphology and adherent to plastic. Furthermore, they can be obtained from different
sources. Besides bone marrow, these cells are taken from umbilical cord blood,
umbilical vein, saphenous vein, peripheral blood, arteries, liver and fetal pancreas,
placenta, dental pulp and adipose tissue. MSCs derived from adipose tissue are
important because of the abundant number of cells that can be obtained from this tissue,
easy access and little discomfort to the patient. This study compared two techniques for
obtaining MSCs from adipose tissue: mechanical dissociation (MD) and enzymatic
digestion (ED). We also analyzed the inter-species cross-reactions using commercial
monoclonal antibodies directed against surface antigens of stem cells from different
species: mouse, horse, rabbit, monkey and human. We found that MD technique is
favorable in relation to ED within 15 days of culture, and ED is more efficient in the
first days of culture. The data also showed that MD causes less damage to cellular
DNA. About inter-species cross-reactions, the monoclonal antibody A69 directed
against stem cells from rabbits, which can be used in veterinary medicine, particularly

in research involving horses.

Keywords: Mesechymal stem cells, Cell surface markers, Regenerative medicine, Bone

marrow, Adipose tissue



1. INTRODUCAO

1.1 Terapia Celular

A terapia celular (TC) é um ramo da medicina regenerativa que apresenta
evolutivamente varias etapas. Na primeira etapa, com registros iniciais datando de 1985,
aparece a TC condutiva permeada por uma série de novos polimeros que foram
surgindo no mercado mundial com a finalidade de conduzir as células-tronco do tecido
em questdo ao auto-reparo. Nos anos 90 aparece nova era de produtos também
denominados de bioativos, que caracterizam a segunda etapa da TC, que passa entdo a
ser denominada de TC indutiva. Nesta, a sintese de fatores de crescimento e a producao
de outros fatores pela tecnologia recombinante faz emergir a recuperacao das células-
tronco autélogas pelo estimulo e interacdo bioldgica com o tecido lesado. Mas, para
muitos pacientes, nem os produtos de uma fase, nem os horménios de outra fase foram
suficientes para recuperar grandes lesdes em 6rgédos danificados por muito tempo. Para
estas situacdes, surge entdo a terceira etapa da medicina regenerativa, ja com o aspecto
de “personalizada’, onde a TC é aquela realizada com céulas-tronco autélogas

originarias dos mais diferentes tecidos.

1.2 Células-Tronco e Cultura Celular

As células-tronco sdo classificadas de acordo com a espécie de origem das
células, tecido de origem e potencial de diferenciacdo em um ou mais tipos celulares.?

Quanto a classificacdo de acordo com a capacidade de diferenciacdo, a célula-
tronco mais primitiva é a totipotente, a qual se divide em células que formam o embrido
e a placenta. E, portanto capaz de originar todos os tecidos fetais. Células-tronco
pluripotentes contribuem para a formagdo das trés camadas germinativas presentes no
desenvolvimento do embrido: ectoderme, mesoderme e endoderme. Estas células
originam todos os tecidos de um individuo adulto (excluindo as membranas

embrionarias).



Células-tronco multipotentes originam apenas uma das camadas germinativas e
as células-tronco monopotentes originam células de uma unica linhagem, ou seja, de um

tecido especifico (Figura 1). %

From: Modificado de: Bone-marrow-derived stem cells-our key to longevity?

Figura 1 - Capacidade de diferenciacdo das células-tronco

Nas duas ultimas décadas, o conhecimento sobre células-tronco evoluiu de
forma significativa, em particular sua capacidade de expansdo e diferenciacdo. Tais
propriedades tornam as células-tronco Unicas como ferramenta potencial no tratamento
de diversas doencas que ndo podem ser tratadas da forma tradicional. Para utilizar essas
células em protocolos clinicos torna-se, no entanto, necessario compreender a natureza e
as propriedades das células-tronco dos varios tipos de tecido e os mecanismos pelos
quais elas se diferenciam em células maduras perfeitamente funcionais. E possivel
observar estas caracteristicas das células-tronco por meio do cultivo de células.*

O termo cultura de células refere-se a cultivos derivados de células dispersas,
obtidas de um tecido original, de uma cultura primaria ou de uma linhagem celular. A
prética de cultivar células ocorre desde o inicio do século XX e evoluiu de uma simples

fase exploratoria para uma fase de expans&o nos anos 1950.°
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Fundamentalmente, as células podem se desenvolver in vitro apés disseccdo e
dispersdo total ou parcial do tecido de origem, resultando em culturas celulares
propriamente ditas, em culturas de explantes ou, mesmo, em cultura de Orgaos,
dependendo de seu grau de dispersdo. Células em cultura podem ser mantidas por
periodos de tempo variados, o que depende da espécie e 6rgao de origem.”

As culturas primarias sao obtidas diretamente, a partir de fragmentos de 6rgéos e
tecidos animais ou humanos, intactos, dissociados mecanicamente ou por enzimas.

Uma cultura é considerada primaria até seu primeiro subcultivo (repique ou

passagem), depois do qual é chamada linhagem celular.’
1.3 Células-Tronco Mesenquimais (CTMs)

Nos ultimos anos muito se tem pesquisado sobre células-tronco e a literatura
especializada aponta as ceélulas-tronco mesenquimais (CTMs) como as mais
promissoras. As CTMs sdo células adultas multipotentes e foram originalmente
identificadas a partir das células mononucleares da medula 6ssea por Alexander
Friedenstein e cols em 1966.%> Em cultura, as CTMs apresentam morfologia
fibroblastoide e sdo aderentes ao plastico. As culturas primérias geralmente s&o
mantidas por dez a 15 dias até que as células atinjam alta confluéncia. Neste periodo, as
células ndo-aderentes, incluindo as hematopoiéticas, séo depletadas, resultando em uma
cultura relativamente homogénea de CTMs em diferentes graus de maturacao.’

Estas células séo denominadas de mesenquimais devido a sua capacidade
de se proliferar e se diferenciar em osteoblastos, adipécitos e condrécitos.® .
Além disso, em um meio de cultura celular com fatores de crescimento e de
diferenciacdo especificos, as CTMs podem originar vérias linhagens de tecido,
conforme Figura 2, incluindo o0sso, cartilagem, tecido adiposo, tenddo, musculo,

neurdnios e estroma medular.

22



From: http://www.sitedecuriosidades.com/ver/celulas_tronco.html

Figura 2 - Diferenciacdo das células-tronco mesenquimais

Uma das mais promissoras capacidades das CTMs € a imunomodulacao,
sendo que a identificacdo desta propriedade trouxe grande avango cientifico, pois
estas células sdo capazes de induzir tolerancia periférica, sugerindo que elas
possam ser utilizadas em protocolos terapéuticos das desordens imuno-mediadas.
Estudos sobre como este mecanismo de imunossupreessdo acontece ainda estdo em
avaliacdo, mas acredita-se que a interacdo de citocinas e do Oxido nitrico contribuam
para a inibicao das citocinas pro-inflamatorias nos tecidos. Diversos autores mostraram
que o interferon (IFN), juntamente com o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1
(IL-1) ou IL- 1, sdo necessarios para induzir a atividade supressora das CTMs.*

Diante da busca pela melhoria na qualidade de vida de pacientes com doencas
degenerativas, muitos estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar o papel das
CTMs na regeneragdo tecidual. A capacidade das CTMs de migrar para locais do
organismo que sofreram danos, exercendo efeitos terapéuticos por meio de moléculas
bioativas, aumenta o potencial dessas células na aplicaco clinica.?

Sendo assim, as CTMs sdo fontes promissoras para reparagéo tecidual e terapia
génica pelo fato de que estas células podem ser diferenciadas em diferentes tipos
celulares in vitro e sdo facilmente expandidas em cultura.’

Modelos animais sdo utilizados para desenvolver novas estratégias para o
tratamento de doencas humanas e para testes terapéuticos com CTMs. Nas pesquisas
relacionadas a ortopedia, CTMs obtidas de cabras, bodes, cachorros, ovelhas e porcos
séo estudadas com o objetivo de corrigir defeitos de cartilagem e 0ssos. CTMs obtidas

de cachorros, porcos e ovelhas sdo estudadas para a reconstrucdo de valvulas cardiacas e
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para a terapia celular no tratamento de infarto do miocéardio. CTMs de macacos rhesus
s30 estudadas para o tratamento de desordens neurolégicas.*

Estudos pré-clinicos e clinicos tém mostrado a importancia das CTMs em
diversas condices, tais como: defeitos 6sseos ou cartilaginosos, problemas cardiacos,
desordens do sistema nervoso central e doencas pulmonares.** Além disso, estas células
sdo também uma promessa para osteogénese imperfeira, lesdes de medula espinhal e
Parkinsonismo.*?

As CTMs podem ser obtidas de diferentes fontes: sangue de cordao umbilical,
veia umbilical, veia safena, sangue periférico, parede de artérias, figado e pancreas

fetais, placenta, polpa dentaria, tecido adiposo e medula 6ssea.****

1.4 Medula Ossea

A medula éssea é um tecido gelatinoso que preenche a cavidade interna dos
0sso0s. A funcdo desse tecido é produzir os componentes do sangue, sendo, portanto, um
6rgdo hematopoiético.

Este tecido contém uma populacdo de células heterogéneas, entre elas células-
tronco hematopoiéticas (CTHs) e células-tronco ndo hematopoiéticas (CTNH), tais
como: células progenitoras endoteliais (CPEs), células-tronco mesenquimais (CTMs),
células progenitoras adultas multipotentes (MAPCs) e células muito pequenas
semelhantes as embrionarias (VSELs).!>

Entre estas células, destacam-se as CTHs e CTMs, amplamente utilizadas na
terapia celular. As CTHs possuem capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo em
todas as linhagens hematopoiéticas, originando células maduras diferenciadas em uma
ou mais linhagens (Figura 3). Essas células foram as primeiras a ser descritas e seu
aspecto morfolégico e potencial terapéutico sdo bastante conhecidos. Além disso, as

CTH sdo as mais amplamente utilizadas na terapia celular.®
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From: http://www.quadrante.com.br/Jpgs/especiais/031005/02_01.jpg

Figura 3 - Diferenciacdo das células-tronco hematopoiéticas

A medula dssea é o tecido mais utilizado para obtencdo de CTMs. Entretanto,
novos meios para obter estas células sdo estudadas, visando a obtencdo de células
vidveis por meio de técnicas menos invasivas e dolorosas. Nos Ultimos 20 anos, terapias
com células-tronco de corddo umbilical tém sido realizadas em pacientes com
disfuncdes de medula éssea.!” O sangue de corddo umbilical oferece vantagens em
relacdo a medula 6ssea, pois ndo requer compatibilidade rigorosa entre os antigenos
leucocitarios humanos (HLAS) do doador e do paciente. Além disso, este tecido mostra
baixa incidéncia de rejeicao.

Outra alternativa para obtencdo de CTMs é o tecido adiposo, que tem se

mostrado favoravel para uso em medicina regenerativa.*’

1.5 Tecido Adiposo

O tecido adiposo é uma importante fonte de CTMs que, segundo diversos
estudos, apresentam alto potencial de uso na terapia celular por apresentar capacidade
de auto-renovacao e habilidade de se diferenciar em variados tipos celulares, tais como:
tecido adiposo, o0sso, cartilagem, células neuronais, hepatocitos, células
hematopoiéticas, células musculares cardiaca e esquelética.”® A facilidade de obtencéo
de tecido adiposo por um procedimento cirurgico simples, além da superioridade destas

células em comparacdo as de medula 6ssea quanto a capacidade de diferenciacgéo,
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frequéncia de colonias obtidas e morfologia, permitem o uso das CTMs derivadas do
tecido adiposo em medicina regenerativa.*

Outra vantagem do tecido adiposo € sua caracteristica ndo-vital que facilita o seu
uso, viabilizando a retirada de uma quantidade razoavel de tecido para o
estabelecimento das culturas celulares iniciais. Esta caracteristica é importante, visto
que ha um pequeno namero de células-tronco adultas em cada tecido, as quais residem
em areas especificas onde se encontram quiescentes (ndo ha diviséo celular) por muitos
anos, até serem ativadas em casos de doencas e lesdes.?’ Deste modo, o tecido adiposo
mostra-se bastante eficiente por ser uma fonte abundante de CTMs, de facil acesso para
coleta e pouco desconforto para o paciente.?

As clinicas de cirurgia plastica lidam diariamente com a retirada de tecido
adiposo por questdes estéticas e a maior parte deste material de alto valor biol6gico é
descartado. Com a evidéncia do sucesso do uso das CTMs derivadas do tecido adiposo
na terapia celular, tem-se aproveitado mais os produtos destas cirurgias.

Por ser uma fonte abundante e acessivel de CTMs, o tecido adiposo retirado em
clinicas de cirurgia plastica é bastante visado para a reconstrucdo de tecidos e
biotecnologia.*?

A perda de tecidos de origem mesenquimal, tais como adiposo, cartilaginoso,
muscular e 6sseo, devido a traumas, tumores e perda de vasos sanguineos, representa
um significante problema clinico. A terapia celular com o uso de CTMs a partir de
tecido adiposo pode ser util para o tratamento destas enfermidades nas quais ha perda ou

disfuncéo de tecido.

1.6 Medicina Regenerativa em Animais

As CTMs sdo também descritas em tecidos de diversas outras espécies, podendo
ser obtidas a partir de diferentes tecidos, incluindo medula 6ssea, sangue periférico,
tecido adiposo, sangue de corddo umbilical, musculo esquelético e cérebro.?* 2*

Devido ao alto potencial das CTMs, a capacidade terapéutica dessas células tem
sido investigada ndo apenas em medicina humana, mas também em medicina veterinaria

para o tratamento de doencas.
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CTMs obtidas de medula 6ssea e tecido adiposo de cavalo sdo as duas fontes
mais comumente utilizadas para reparo de tecidos desses animais. Ambas as fontes sdo
acessiveis para isolamento e expansédo dessas celulas.

Nesses animais, CTMs obtidas de medula 6ssea sdo isoladas, caracterizadas e
possuem potencial de diferenciacdo para diversas linhagens celulares: adipdcitos,
condracitos e ostedcitos. Lesdes tendineas em cavalos ja foram tratadas com células-
tronco de medula 6ssea.”

Resultados satisfatorios tém sido encontrados também em tecido adiposo obtido
de cavalo, sendo uma fonte acessivel de grande quantidade de CTMs, além de alto
potencial na medicina regenerativa. Estudos compararam CTMs de tecido adiposo e
medula 6ssea e concluiram que as células obtidas por ambas as fontes podem ser

expandidas e capazes de se diferenciar, in vitro, em tecidos de origem mesenquimal.?®
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2. JUSTIFICATIVA

Este estudo visou avaliar as possiveis reacdes cruzadas entre células-tronco de
diferentes espécies para que se possa otimizar reagentes de imunofenotipagem das
mesmas, uma vez que inexiste no mercado marcadores disponiveis para todas as
espécies animais. Para tanto, caracterizamos fenotipicamente as células-tronco de
diferentes espécies. Com isto, sera possivel determinar as semelhancas e diferencas
entre células-tronco originadas de diferentes espécies e diferentes fontes: tecido adiposo

e medula 6ssea.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar reagBes cruzadas inter-espécies utilizando anticorpos monoclonais
comerciais dirigidos contra antigenos de superficie de células-tronco de diferentes

espécies: camundongo, cavalo, coelho, macaco e humano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer a cultura e expansdo de células tronco aderentes de diferentes

espécies obtidas de tecido adiposo e medula 6ssea.

e Comparar dois métodos de obtencdo de CTMs de tecido adiposo: dissociagdo

mecanica versus digestdo enzimatica nas espécies humana e leporina.
e Estabelecer parametro temporal entre plagueamento e confluéncia >=80% nas
células obtidas pelos métodos de digestdo enzimatica e dissociacdo mecanica na

espécie leporina.

e Iniciar a padronizagdo do ensaio cometa a fim de observar danos no DNA em

CTMs obtidas pelas técnicas digestdo enzimatica e dissociagdo mecanica.

e Auvaliar o perfil fenotipico das células aderentes por citometria de fluxo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Técnicas de Obtencdo de CTMs do Tecido Adiposo

4.1.1 Digestdo Enzimética (DE)

Apbs retirada do tecido adiposo por técnica de microcirurgia, com uso de
anestésico local, sucessivas lavagens sdo realizadas com meio HEPES, com o intuito de
retirar 0 sangue proveniente da coleta. Em seguida, a amostra é pesada e dissociada em
pequenos pedacos com lamina de bisturi, a fim de aumentar a area de contato entre o
tecido e a enzima colagenase tipo I, responsavel pela digestdo do tecido, aumentando a
eficiéncia da DE. Em seguida, é preparada solucdo contendo enzima colagenase tipo | e
meio HEPES, sendo a concentracdo da mesma de 2mg/mL. Para cada 1g de tecido, é
colocado 2 mL de meio HEPES e 4 mg de colagenase.

O tecido adiposo, juntamente com a solucdo, é mantido durante 15 horas em
estufa de CO, a 37° C com umidade controlada. Posteriormente, a solu¢do contendo o
tecido adiposo digerido é transferida para tubo Falcon®, no qual é acrescentado meio de
cultura contendo 10% de soro fetal bovino para neutralizacdo da acdo enzimética. O
tubo é submetido a centrifugacdo por 10 minutos, 1200 rpm, a temperatura ambiente.
Em seguida, o sobrenadante € retirado e meio HEPES é acrescentado para lavagem do
pellet. A amostra é centrifugada novamente. Este procedimento de lavagem com meio
HEPES é repetido duas vezes. O sobrenadante € removido e 1 mL de meio de cultura
DMEM F12 contendo 10% de soro fetal bovino, L-glutamina, aminoacidos essenciais,
aminoacidos ndo essenciais, antibidtico-antimicético é adicionado para homogeneizagéo
do pellet. Uma aliquota de 30 microlitros € retirada para contagem das células em
camara de Neubauer e analise da viabilidade celular por azul de tripano. As células sdo
plagueadas em frascos de 25 cm? e mantidas em estufa de CO, a 37° C. O meio de
cultura é trocado a cada 48 horas e a visualizagdo das células € realizada em
microscopio invertido com contraste de fase utilizando o equipamento Axiovert 200 da
Zeiss® (Figura 4).
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Foto: Renan Padron, 2010

Figura 4 - Microscopio invertido com contraste de fase Axiovert 200 - Zeiss®

4.1.2 Dissociagdo Mecanica (DM)

Apbs a retirada do tecido adiposo, a amostra é colocada em placa de Petri
contendo meio HEPES. Em seguida, a amostra é submetida a dissociacdo mecanica por
meio da raspagem do tecido com cell scraper (Figura 5). As células, juntamente com o
meio HEPES, sdo sugadas com seringa de 20 mL, a qual é mantida na posicdo vertical
com o bisel para baixo durante 10 minutos para a separacdo de debris. Posteriormente, o
liguido contendo as células é transferido para tubo Falcon® de 15 mL para
centrifugacdo por 10 minutos, 1200 rpm, & temperatura ambiente. O sobrenadante é
retirado, acrescenta-se 1 mL de meio de cultura DMEM F12 contendo 10% de soro fetal
bovino e aditivos, e é realizada a homogeneizagdo do conteudo do frasco. Uma aliquota
de 30 microlitros € retirada para contagem das células em camara de Neubauer e anélise
da viabilidade celular por azul de tripano. Em seguida as células sdo plagueadas em
frascos de 25 cm? e mantidas em estufa de CO, a 37° C. O meio de cultura é trocado a
cada 48 horas e a visualizacdo das células ¢ realizada em microscopio invertido com

contraste de fase.
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Foto: Juliana Ravelli , 2010

Figura 5 - Dissocia¢do mecanica com cell scraper

4.2 Obtencéo de Tecido Adiposo Humano

O uso das amostras dos seres humanos deste estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, protocolo n® 783.

As amostras de tecido adiposo foram obtidas através de processo cirurgico, em
que pacientes foram submetidos a cirurgia plastica. Estes pacientes foram convidados a
doar parte do material que seria descartado na cirurgia. Apenas 0s pacientes que
estiveram de acordo e assinaram o0 Termo de Consentimento de Descarte Consentido
foram incluidos na pesquisa.

A primeira amostra foi retirada da regido mamaria. Entretanto, ndo foi possivel
estabelecer cultura de CTMs desta amostra. A segunda amostra foi obtida da regido
abdominal e apds a retirada do tecido adiposo no Centro Cirlrgico o mesmo foi
transportado ao Laborat6rio de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu em tubo
Falcon® contendo meio HEPES. Em seguida, foi lavada com solucdo fisioldgica

corrente (Figura 6).
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Foto: Aline Aun, 2010

Figura 6 - Lavagem do tecido adiposo humano

O tecido adiposo foi dividido em duas partes, sendo que em uma delas foi
realizada DM e na outra, DE. As células foram plaqueadas em frascos de 25 cm?, 0s
que foram mantidos em estufa de CO, O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas e

as células foram monitoradas em microscopio invertido com contraste de fase.

4.3 Obtencéo de Tecido Adiposo dos Animais

O uso das amostras dos animais deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, protocolo numero

3455-2010. Foram coletados tecidos adiposos de cavalos e coelhos.

4.3.1 Cavalos

Esta etapa do trabalho foi realizada em parceria com a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP - Botucatu, disciplina de Cirurgia de Grandes
Animais, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Ana Liz Garcia Alves e do médico
veterindrio Armando de Mattos Carvalho. Os animais foram sedados com xilazina 10%
na dose de 0,5 mg/Kg por via intravenosa. Para anestesia local, foi aplicado 15 mL de
lidocaina pela via intramuscular. Apds tricotomia local, o tecido adiposo foi coletado da
regido glutea dos animais, préximo a cauda, por meio de incisao cirurgica (Figura 7). A

amostra foi transportada ao Laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro de
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Botucatu em tubo Falcon® contendo meio HEPES. A técnica utilizada para obtencéao de
CTMs foi a DE. As células foram plagueadas e mantidas em estufa de CO,. O meio de
cultura foi trocado a cada 48 horas e as células foram monitoradas em microscopio

invertido com contraste de fase.

Foto: Gabriel Alves, 2010

Figura 7 - Detalhe da abertura da pele para a retirada de tecido adiposo de cavalo

4.3.2 Coelhos

O tecido adiposo foi coletado de animais da raca North Folk da linhagem
Botucatu. Os animais foram anestesiados com pentobarbital soédico (30mg/Kg)
administrado nas veias central ou marginal da orelha. Em seguida, foi realizada a
eutandsia, administrando dose anestésica excessiva de pentobarbital sédico.

As amostras foram coletadas da regido dorsal dos animais por meio de inciséo
cirurgica e foram transportadas ao Laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro
de Botucatu em tubos Falcon® contendo meio HEPES. Para a eliminagédo de pélos das
amostras, provaveis fontes de contaminacéo, foi realizada a lavagem das mesmas com
solucdo fisioldgica corrente.

Em seguida, cada amostra foi separada em dois fragmentos, a fim de comparar

duas diferentes técnicas: DM e DE.

4.4 Comparacdo dos Métodos de Obtencdo de CTMs de Tecido Adiposo:

Dissociagdo Mecanica versus Digestao Enzimatica

Diversos estudos descrevem que a melhor forma de obtencéo de tecido adiposo é

por meio da DE. Entretanto, buscou-se observar a eficiéncia de outra metodologia para
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obtencdo de CTMs de tecido adiposo, a DM. Este método apresenta vantagens pelo seu
baixo custo e rapidez no procedimento, visto que as células obtidas por DE precisam ser
mantidas em estufa durante 15 horas antes do plaqueamento das mesmas e a células
obtidas por DM séo plaqueadas no mesmo dia do procedimento.

A comparacdo entre os métodos foi realizada nas CTMs humanas e CTMs de
coelhos.

Para a comparacéo das técnicas de digestdo enzimatica com o uso de colagenase
tipo | e dissociacdo mecénica por meio de cell scrapper, foram coletadas amostras de
tecido adiposo e cada amostra foi dividida em duas partes equivalentes, levando-se em
cconsideracdo a pesagem das mesmas. Em seguida, uma das partes foi tratada com DE e
a outra com DM, sendo que ambas foram plaqueadas em frascos de 25 cm? em meio de
cultura DMEM F12 suplementado com 10 % de soro fetal bovino e aditivos. As células
foram mantidas em estufa de CO, a 37° CO e observadas em microscopio invertido com
contraste de fase. O primeiro dia a ser considerado foi o 7° dia apds o plaqueamento, dia
em que se pdde observar confluéncia consideravel para o inicio da comparacao entre as

técnicas.

4.5 Obtencdo de Medula Ossea de Animais

Foram coletadas medulas 6sseas de camundongos, cavalos, coelhos e macacos.

4.5.1 Camundongos

Camundongos da linhagem Balb/c foram sacrificados com dose letal de
anestésico tiopental sédico (Figura 8). Ambos os fémures foram retirados de cada
animal e a medula 6ssea foi lavada com a introdugdo de uma agulha, acoplada a
seringa, no canal medular. A lavagem foi realizada com fluxo constante de meio de
cultura DMEM Knockout contendo 10% de soro fetal bovino e aditivos. As células
foram plaqueadas em placa de 6 wells e mantidas em estufa de CO,. A troca de meio
de cultura foi realizada a cada 48 horas e as celulas foram observadas em microscopio

invertido com contraste de fase.
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Figura 8 - Camundongo Balb/c utilizado na experimentacédo

4.5.2 Cavalos

Inicialmente foi realizada tricotomia na regido do esterno dos animais. Em
seguida, os animais foram sedados com xilazina 10% na dose de 0,5 mg/Kg por via
intravenosa. Para anestesia local, foi aplicado 15 mL de lidocaina pela via
intramuscular. Ap6s a sedacdo e anestesia, foi realizada a puncdo da medula éssea com
a introducdo de agulha no sentido perpendicular a pele. A aspiracdo da medula 6ssea
foi feita com seringa de 20 mL, sendo que o anti-coagulante utilizado foi heparina
sodica (5000 Ul/mL).

Em seguida, as amostras foram transportadas para o Laboratorio de Engenharia
Celular do Hemocentro de Botucatu. Foi realizada diluicdo da amostra com meio
HEPES, seguida da filtagdo em equipo de transfusdo para retirada de codgulos. A
medula 6ssea foi transferida cuidadosamente para tubo Falcon® contendo Histopaque®.
A centrifugacéo foi realizada por 30 minutos, 500g a temperatura ambiente. Apos esta
etapa, formou-se um halo esbranquicado de células linfomononucleares, o qual foi
retirado e transferido pra outro tubo Falcon®, onde foi lavado duas vezes com meio
HEPES por meio de centrifugacdo por 10 minutos, 1200 rpm a temperatura ambiente.

As células foram plaqueadas em frasco de 25cm? e mantidas em estufa de CO,.
O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas e as celulas foram observadas em

microscopio invertido com contraste de fase.

4.5.3 Coelhos

A medula o6ssea foi coletada de animas da raca North Folk da linhagem
Botucatu. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sdédico (30mg/Kg)
administrado nas veias central ou marginal da orelha. Em seguida, foi realizada a

eutanasia, administrando dose anestésica excessiva de pentobarbital sédico. A coleta
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da medula dssea foi realizada por meio de punc¢éo da crista iliaca utilizando seringa de
20 mL contendo 1 mL de heparina sodica (5000Ul/mL), acoplada a agulha intra-0ssea.
Em seguida, o material foi transportado para o Laboratorio de Engenharia Celular do
Hemocentro de Botucatu. As células foram plaqueads em frascos de 25 cm? e 0 meio
de cultura foi trocado a cada 48 horas. Utilizou-se microscépio invertido com contraste

de fase para monitoramento das células.

4.5.4 Macacos

Foram utilizados macacos-prego (Cebus apella) jovens, previstos para sacrificio
depois de serem utilizados em protocolos de pesquisa da Faculdade de Odontologia
(FO) de Aracatuba (Figura 9). Ap6s anestesia geral e retirada das mandibulas, foco do
projeto de doutorado aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da FO de
Aracatuba, foi realizada a puncdo do fémur com agulha Jamshid calibre 13 gauge e
comprimento de 3" com aspiracdo do contedo medular para seringa de 20mL. As
amostras foram deixadas em geladeira (4-8 °C) overnight para posterior realizacdo do
explante celular.

A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 1200 rpm. O sobrenadante foi
retirado e o pellet foi ressuspendido em 15 mL de meio DMEM Knockout contendo
10% de soro fetal bovino e aditivos. As células foram plaqueadas em frasco de 25 cm? e
mantidas em estufa de CO, a 37° C. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas e as

células foram observadas em microscopio invertido com contraste de fase.

Foto: http://farm4.static.flickr.com/3047/2424043554_55ee3ba454_m.jpg

Figura 9 - Aspecto do macaco prego — Cebus apella
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4.6 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma tecnologia que utiliza feixe de laser e detector de
luz para contar as células em suspensdo, levando em consideracdo tamanho e
granulosidade. Sempre que uma célula passa pelo feixe de laser, a luz do laser é
deflexionada a partir do detector e esta interrupcdo do sinal do laser é registrada.
Aquelas células que possuem um anticorpo marcado com fluorescéncia, ligado a seu
antigeno de superficie celular, sdo excitadas pelo laser e emitem uma luz que é
registrada por um segundo sistema de detec¢do localizado em um &ngulo reto em

relacéo ao feixe de laser (Figura 10).”’

From: http://flowlab-childrens-harvard.com/yahoo_site _admin/assets/images/facscalibur.29471638 std.jpg

Figura 10 - Aspecto do equipamento de citometria de fluxo, modelo FACSCalibur BD®

Neste estudo, foram utilizados como sondas anticorpos marcados com
fluorocromo especifico para molécula de CTM. Séo eles: CD 44 e CD 90, os quais sdo
marcadores de superficie celular presente em CTMs. Foram utilizados também os
anticorpos CD 34 e CD 45, marcadores negativos de CTM (Quadrol).

Embora ndo existam anticorpos exclusivos para as CTMs, a analise com
conjunto de anticorpos mais expressos nestas células permite determinar um perfil

imunofenotipico das CTMs expandidas em cultura.
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Quadro 1: Marcadores de superficie positivos e negativos de CTMs

CTMs obtidas de diferentes espécies ndo expressam as mesmas moléculas de
superficie. Embora alguns trabalhos demonstrem que células humanas e de ratos sdao CD
34 negativas, alguns artigos mostram que existem varidveis expressdes de CD 34 em
células de camundongos.® %

Para cada espécie foram utilizados os seguintes marcadores de superficie celular

(Quadro 2):

COELHO MO: CD 34 anti-humano, CD 90 anti-humano
TA: CD 90 anti-humano, A 69

HUMANO TA: CD 34 anti-humano, CD 45 anti-humano, CD 90 anti-humano

Quadro 2: Marcadores utilizados para cada espécie. MO: Medula Ossea; TA: Tecido
Adiposo

4.7 Teste do Cometa

Neste estudo iniciamos a padronizacdo do ensaio cometa a fim de observar
danos no DNA em CTMs obtidas pelas técnicas DE e DM. Neste ensaio analisamos 0
comportamento da lise celular nas células obtidas por DE e DM utilizando a proteinase
K como base de solucdo de lise das células (a proteinase K é utilizada como fonte de

lise da membrana celular) para exposi¢do do material nuclear.
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O teste do cometa, também denominado eletroforese em microgel, foi primeiro
introduzido por Ostiing e Johanson em 1984 como uma técnica eletroforética para a
direta visualizacdo do dano no DNA em nivel de células individuais.?®

Quando as células sdo submetidas a um campo elétrico, os fragmentos
danificados de DNA migram para 0 anodo adquirindo a aparéncia de um cometa. A
regido nuclear da origem a cabeca do cometa, enquanto que os fragmentos ddo origem
as caudas, cuja extenséo esta intimamente relacionada com a intensidade do dano.** 3!

O teste do cometa é utilizado em diversos trabalhos, como por exemplo para
estudos de reparo de DNA e genotoxicidade. Neste estudo, o teste foi realizado para
avaliar possiveis danos causados pelas técnicas de digestdo enzimatica e dissociagdo

mecanica ao DNA celular.

Protocolo do Teste do Cometa:

Preparo da Solucédo e Reagentes para o Teste do Cometa

Preparo de Solucdes:

Soulucéo de Lise (estoque)

2,5 M-NaCl ----------------mm oo 146,19
100 MM —EDTA --------m-m-mmmmmeee 37,29
10 MM = TriS ------=-=-mmmmm o mmmm oo 1,29

Obs* Ajustar o pH para 10 antes de colocar o N-Lauroyl — Sarcosine. Completar para
1.000 ml com H20 destilada.
N-lauroyl- Sarcosine a 1% - 10g

Conservacao: Temperatura ambiente, abrigada da luz.

Solucéo de Lise (uso)

Triton X — 100 ----------mmmmmmmmmmmm e 1ml
DMSO ---------=-=n=--- e 10 ml
Completar para 100ml com solugéo de Lise estoque.

Obs* Essa solucdo deve ser feita na hora do uso. Deve ser colocada na geladeira até
atingir 4°C, aproximadamente 2 horas antes do uso.
Solugéo de EDTA (A)
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EDTA ------------ S — 14,89g
H20 destilada ------------ -- - 200 ml
Obs* O pH deve ser ajustado para 10.

Conservagao: Temperatura ambiente.

Solugéo de NaOH (B)

Conservacao: Temperatura ambiente.

Solucéo de Eletroforese

Deve-se fazer separadas as solucdes A (EDTA) e B (NaOH). Reagir cinco (5) ml de
solucdo A e trinta (30) ml de solucdo B, completando para 1000 ml com H20 destilada.
O pH deve ser ajustado para 13.

Solucéo de Neutralizacao

Completar para 1.000 ml de H20 destilada.
Obs* O pH deve ser ajustado para 7,5.

Conservacao: Temperatura ambiente ou geladeira, abrigada da luz.

Solucéo de coloracéo (Solugéo estoque)
Brometo de Etidio ------------------m-mmmmmeee- 10mg
H20 destilada ---------------------eoeom e eeee- 50 ml

Conservagdo: Temperatura ambiente abrigada da luz.

Solucao de coloracéo (Solugéo de uso)
Fazer diluicdo da solugéo de uso 1 para 10.
1 ml Solugdo Coloragéo estoque ------------- 9 ml H20 destilada

Conservacdo: TA abrigada da luz.

Agarose — Ponto de fusdo normal
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Agarose PFN ----=--smeommemmmm oo 300mg (0,39)

PBS (Livre de Cat++ e Mg++) ---------mmmmmmmmmeee 20 ml (20 ml)
Agarose — Low Metting Point (baixo ponto de fusao)

Agarose LMP ------—-m-m oo 100 mg (0,1 g)
PBS (Livre de Cat+ e Mg++) ------------=-------- 20 ml (20 ml)

Preparacdo das laminas — Gel primeira camada:

01) Lavar as laminas

02) Diluir a agarose ponto de fusdo normal, deixando-a ferver de duas a trés vezes no
microondas.

03) Colocar o gel ja diluido no banho — maria a 60°C.

04) Com o auxilio de uma pinga, mergulhar as laminas limpas no gel sem deixar
escorrer.

05) Coloca-las na posicdo horizontal em frente a um aquecedor, deixando-a secar por
algumas horas.

Conservacao: Geladeira a 4°C ou temperatura ambiente.

Teste do Cometa

01) Preparar a solucdo de lise (uso), 2h antes do uso ou até chegar a 4°C.

02) Diluir a agarose baixo ponto de fuséo.

03) Aquecé-la no micro sem deixar ferver

04) Transferi-la para banho- maria a 37°C

05) Apagar todas as luzes do laboratério

06) Coletar 5ul (20ul das células) e transferi-las para eppendorf ©.

07) Coletar 100ul de agarose (homogeneizar com as células).

08) Pingar lentamente a mistura feita sobre as laminas preparadas com agarose ponto de
fusdo normal.

09) Colocar uma laminula grande (24x60), soltando lentamente sobre a lamina.

10) Deixar na geladeira por 5 minutos.

11) Retirar cuidadosamente a laminula.

12) Mergulhar a lamina na solucdo de lise (uso) recém preparada.

Obs* A cuba com solucdo de lise deve estar coberta com papel aluminio para proteger
da luz.

Eletroforese

01) Preparar a solucéo tampéo de eletroforese, esperar chegar a 4°C.
02) Envolver a cuba de eletroforese num banho de gelo, mantendo a 4°C.
03) Retirar as laminas da solucdo de lise, lava-las com PBS e coloca-las na cuba de
eletroforese.
04) Colocar a solucdo tampao de eletroforese até cobrir as ldaminas.
05) Deixar as laminas na cuba descansando por 20 minutos.
06) Programar a fonte de eletroforese com:
- 25v
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- 20m

- manter a mili amperagem — 300
07) Retirar cuidadosamente as ldminas da cuba e coloca-las em um trilho de coloracéo.
08) Lava-las cuidadosamente com solugdo de neutralizagdo, 3 vezes de 5 minutos (15
minutos).
09) Mergulhar as laminas em Etanol 100% para fixagé&o.
10) Deixar secar a temperatura ambiente.
Obs* A mili amperagem e a poténcia serdo reguladas com a quantidade de solucdo de
eletroforese colocadas na cuba. Padronizar qual lado sera deixado para o polo negativo
para que os cometas ndo corram de lados opostos. SO laminas podem ser conservadas
em temperatura ambiente ou em geladeira.

Coloracéo

01) Para coloracéo das laminas, utilizar 50uL de solucdo de brometo de etidio (uso).

02) Cobrir com uma laminula grande (24x60).

03) As laminas devem ser lisadas imediatamente apds a coloracao.

04) Ao retirar as laminulas da lamina, mergulha-las em etanol 100%.

Obs* Se for preciso, analisar novamente a ldamina. Pode ser repetido o procedimento de
coloracdo, sem perder a qualidade da analise.

Anélise das laminas

As laminas sdo analisadas com microscopio de fluorescéncia, que permite a
visualizacdo das seguintes imagens microscépicas: com contorno circular (sem danos
no DNA) ou estruturas em forma de “cometa’ (com danos no DNA). A extensdo de
cada imagem significa a distancia de migracdo da fita de DNA danificada. As células
foram classificadas em cinco categorias (0 — 4) correspondentes as seguintes
quantidades de danos na cauda do DNA.
0 —sem danos (< 5%)
1 —baixo nivel de danos (5 — 20%)
2 —médio nivel de danos (20 —40%)
3 —alto nivel de danos (40 — 95%)
4 —dano total (> 95%)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Morfologia das Células em Cultura - Coelhos

Os métodos de digestdo enzimatica e dissociacdo mecénica mostraram-se
eficientes para a obtencdo de CTMs de tecido adiposo de coelhos com relacdo a
morfologia das células obtidas por estes métodos, pois por ambos os procedimentos,

pode-se obter células fibroblastdides, o que € caracteristico de CTMs.

5.1.2 Células Obtidas Pelo Método DE

Apdbs a obtencdo das células, as mesmas foram plaqueadas e monitoradas por
microscopia invertida em contraste de fase durante 15 dias de cultura. As fotos da
figura 11 registram as CTMs de tecido adiposo de coelho com seu aspecto
fibroblastoide, aderidas ao pléstico e formando clusters de células. No 7° dia apds o
plagueamento as células apresentavam confluéncia importante, como pode ser
observado no aumento de 5X. Em areas menos confluentes, o detalhamento da juncdo

dos prolongamentos celulares € mais evidentes (10X e 20X).

5X 10X

20X

Figura 11: CTMs de tecido adiposo de coelho obtidas por DE ap06s 7 dias de cultura.

44



5.1.3 Células Obtidas Pelo Método DM

As CTMs obtidas por DM aderem ao plastico mais lentamente nas fases iniciais

da cultura (Figura 13).

20X

Figura 12: CTMs de tecido adiposo de coelho obtidas por DM ap06s 7 dias de cultura.

5.1.4 Comparacado dos Métodos DE e DM

Interpretando-se os graficos das amostras 1 a 10 de tecido adiposo de coelhos
(Figuras 14 e 14A; Quadro 3), que apresentam o desempenho da porcentagem de
confluéncia das células apés 7, 9, 11, 13 e, para algumas amostras, 15 dias apds
plaqueamento das células, pode-se fazer algumas observagdes.

A técnica de DE foi equivalente a de DM para 5 amostras no 7° dia de
observagao, 3 amostras no 9° dia, 2 amostras no 11° dia, 3 amostras no 13° dia e 2

amostras no 15° dia.
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Avaliando-se a superioridade de DE em relagdo a DM, observou-se 4 amostras
no 7° dia, 5 amostras no 9° dia, 4 amostras no 11° dia, 3 amostras no 13° e 1 amostra no
15° dia.

A DE apresentou percentual de confluéncia desfavoravel em relacdo a DM para
1 amostra no 7° dia, 2 amostras no 9° dia, 4 amostras no 11° dia, 4 amostras no 13° dia e
4 amostras no 15° dia.

Para as amostras 7, 8 e 10, a DE mostrou-se mais eficiente, visto que as células
atingiram alta porcentagem de confluéncia mais rapidamente quando comparadas com

as células obtidas por DM.

Figura 13 — Graficos do desempenho da % de confluéncia das amostras 1, 2, 3 e 4 nos
dias 7, 9, 11, 13 e 15 apds plaqueamento.
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Figura 13A: Graficos do desempenho da % de confluéncia das amostras 5, 6, 7, 8,9 e
10 nos dias 7, 9, 11, 13 e 15 apds plagueamento.
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D7 D9 D11 D13 D15

DM igual a DE 5 3 2 3 2
DM superior a DE 1 2 4 4 4
DM inferior a DE 4 5 4 3 1

Quadro 3 : Desempenho dos métodos DM e DE nos dias (D) 7, 9, 11, 13 e 15 de
observagéo.

Sendo assim, apds 15 dias de cultura, as células obtidas por DM passam a
crescer mais rapidamente, demonstrando que DE €é a técnica mais eficiente nos
primeiros dias de cultura e DM se mostra superior a partir de aproximadamente duas
semanas de plagueamento.

O desempenho percentual da taxa de confluéncia das células tronco aderentes ao
plastico estd representado no grafico 1. As observacOes sao realizadas diariamente e

registradas em datas especificas, através de microscopia invertida de contraste de fase.
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0= DM6e
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=8 DM9
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Gréfico 1 - Desempenho do percentual de confluéncia comparando as técnicas DM e
DE em diferentes dias de observacdo apds plagueamento.

5.2 Morfologia das Células em Cultura - Humano

Apo6s 15 dias de plagueamento as CTMs de tecido adiposo humano obtidas pelo

processo de DM mostram-se com menor confluéncia quando comparadas as células
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obtidas por DE. As CTMs mostraram confluéncia formando verdadeiros “tecidos’ no
fundo da placa como pode ser observado no aumento de 20X por microscopia invertida

em contraste de fase (Figura 15).

5X 10X

20X

Figura 14 — CTMs de tecido adiposo humano processadas por DM 15 dias apds o
plagueamento.
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EX 10X

20X

Figura 15 — CTMs de tecido adiposo humano processadas por DE 15 dias ap6s o
plagueamento.

Ao se comparar as CTMs de tecido adiposo obtidas por DM de coelhos e
humanos, observou-se que as células de coelhos crescem mais rapidamente em relacdo

as células humanas.

5.3 Teste do Cometa

Foram utilizadas CTMs, com o intuito de padronizar o ensaio de cometa. Para
tanto, utilizamos um indutor de dano no DNA nestas células para estabelecermos um
controle positivo e conhecer qual o perfil de resposta desta célula em presenca deste
indutor. Para cada técnica, DE e DM, observamos 50 caudas do nucleossomo sendo o
resultado considerado o valor da intensidade de fluorescéncia da cauda. Quanto maior o
valor da intensidade da cauda, maior o dano no DNA celular, sendo 10 o escore
considerado limite maximo aceitavel. Pode-se observar que nas 50 caudas das técnicas
avaliadas, encontrou-se 17/50 com escores > 10 para a técnica DE (34%) enquanto que

para a dissociacdo mecanica registrou-se apenas 5 caudas com escore > 10 (10%).
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Estes resultados preliminares ainda precisam ser reproduzidos e s6 serdo viaveis
a partir de analises confirmatorias com maior quantidade de amostras e padronizacdo
dos controles positivos e negativos (sendo necessario utilizar uma concentracao ideal da
droga indutora de dano no DNA para se obter padrfes de controle positivos confiaveis).

5.4 Andlise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada por meio do teste t ndo pareado, sendo que 0
valor de p encontrado foi de 0,7917. Para que exista diferenca estatistica significativa, o
valor de p deve ser menor que 0,05. Portanto, ndo houve diferenca significativa entre as
médias de porcentagem de confluéncia nos métodos de DE e DM.

De acordo com o grafico 3, podemos observar que a DE mostra-se mais
eficiente nos primeiros dias de cultura. No 7° dia ap6s o plaqueamento das células, a
media das porcentagens de confluéncia das 10 amostras de DE € 45 e a média obtida das
10 amostras por DM ¢é 30. No 9°, 11° e 13° dias, a DE também se sobrepds a DM,
sendo que no 9° dia a média para DE foi de 72,2 e a média para DM foi de 60; no 11°
dia a média para DE foi 70 e para DM 60 e no 13° dia a média para DE foi de 90 e 87,5
para DM. A partir do 15° dia de observagdo, a DM passa a se sobrepor em relagdo a DE
de forma significativa: a média encontrada para DE foi de 47,5 e a média de DM foi de
85.

100
" AN ——
80
©
S 70 — :7
S 60
2 s ——DE
c 50 / >
8 40 = DM
S 30 -’
S 20
10
0 T T T T
7 9 11 13 15
dias de observacéo

Gréfico 2: Média das porcentagens de confluéncia das células obtidas por digestdo
enzimatica e dissociacdo mecanica nos dias 7, 9, 11, 13 e 15 apds plagueamento
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Observando-se estes dados juntamente com os resultados do teste do cometa,
podemos concluir que o método de DM causa menos danos as células, fazendo com que
as mesmas sejam mais estaveis em cultura. As colunas do grafico 4 indicam que a

confluéncia das células obtidas por DM crescem de forma linear.

Digestio Enzimatica vs Dissociagio Mecanica

150 4 . o S
Ex Digestio Enzimatica
8 Diszociacio Mecanica
]
o 1001
5 e e
o LB B4 A B B 2 E b

=
A9 N D B e N e

Diag de Cultura

Graéfico 3: Porcentagem da confluéncia das células obtidas por DE e DM nos dias 7, 9,
11, 13 e 15 apds plagueamento

5.5 Expressdo Fenotipica das Células das Diferentes Espécies Obtida por

Citometria de Fluxo

As amostras de coelho foram testadas, tanto na obtencdo das CTMs de medula
0ssea como de tecido adiposo. Para este ultimo tecido, os marcadores ainda avaliam o
desempenho das duas diferentes técnicas: DM ou DE, em primeira e segunda passagens.
Em primeira passagem, a média de fluorescéncia das CTMs de MO de coelho frente ao
marcador CD34 foi de 0,93% enquanto que para as amostras obtidas de tecido adiposo
humano a média foi de 47%. Estes dados estdo de acordo com a literatura especializada.
No entanto, as CTMs de tecido adiposo de eqiinos tiveram um desempenho bastante
diferente, cuja média ficou em 0,46% , enquanto que o desempenho do marcador CD 34

com CTMs de medula 6ssea de camundongos foi de 0,57%. Estes resultados

52



evidenciam que o marcador utilizado, anti CTMs humanas, teve uma reagdo cruzada,
levando a resultado falso-positivo em equinos. Estas amostras nao puderam ser
analisadas com marcadores espécie-especificos, pois estes inexistem no mercado. Em
segunda passagem, observou-se aumento expressivo da fluorescéncia frente ao CD34,
apontando para aumento da reacdo cruzada inespecifica (CD34 de medula 6ssea de
coelhos foi para 17,9%), ja que este marcador, a medida que ocorrem as passagens, deve

naturalmente decrescer (Quadro 4).
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% fluorescéncia — 12 passagem % fluorescéncia 22 passagem

MARCADOR | CD45 | CD34 | CD90 | CD44 | A69 | CD45 CD34 CD90 CD44 A69
AMOSTRA
MO Coelho
amostra 1 NR 0.96 6.91 NR NR NR 22.82 80.44 NR NR
amostra 2 NR 1.77 1.69 NR NR NR 15.28 68.63 NR NR
Amostra 3 NR 0.08 9.44 NR NR NR 15.43 66.59 NR NR
TA Coelho
Amostra 1 DM NR NR 3.82 NR 15.03 NR NR 6.21 NR 80.57
Amostra 2 DM NR NR 3.06 NR 16.54 NR NR 1.09 NR 74.07
Amostra 3 DM NR NR 0.31 NR 5.57 NR NR 0.27 NR 25.21
TA Coelho
Amostra 1 DE NR NR 9.33 NR 83.16 NR NR 27.99 NR 43.40
Amostra 2 DE NR NR 0.80 NR 33.43 NR NR 3.25 NR 79.12
Amostra 3 DE NR NR 2.18 NR 26.74 NR NR 2.34 NR 35.36
Amostra 4 DE NR NR 1.53 NR 79.27 NR NR 1.06 NR 23.35
Humano

Amostra 1 DE | 37.18 | 27.54 | 21.88 NR NR 18.32 35.85 9.36 NR NR

Amostral DM | 43.57 | 66.51 | 24.47 NR NR 19.16 | 40.38 16.46 NR NR

MO Cavalo

Amostra 1 NR NR 30.92 | 62.75 NC NR NR 68.93 41.03 85
Amostra 2 NR NR 30.17 | 42.28 75 NR NR 38.69 1.76 79.10
Amostra 3 NR NR 25.77 | 41.22 | 85.67 NR NR 57.05 11.84 89.74
Amostra 4 NR NR 52.66 | 53.19 | 95.37 NR NR 57.53 50 0.04
TA Cavalo

Amostra 1 NR 0.51 0.50 | 53.24 NR NR 0.24 98 93 NR
Amostra 2 NR 0.42 0.39 | 59.82 NR NR 0.09 90 84.66 NR

MO
Camundongo
Amostra 1 NR 0.63 | 22.55 NR 55.68 NR 0.48 8.05 NR NR
Amostra 2 NR 0.44 6.74 NR 71.22 NR 0.46 7.15 NR NR
Amostra 3 NR 0.57 9.38 NR 76.22 NR 0.49 11.36 NR NR
Amostra 4 NR 0.63 | 10.32 NR 65.81 NR 0.59 6.80 NR NR
MO Macaco
Amostra 1 0 84,97 | 0,18 NR NR NR NR NR NR NR

MO : medula 6ssea; TA : tecido adiposo; NR: ndo realizado

Quadro 4 — Desempenho dos diferentes marcadores analisados por citometria de fluxo em
amostras de medula 6ssea ou tecido adiposo dissociado mecanicamente ou por enzimas.
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O marcador CD45 mostrou desempenho médio esperado para o reagente em
células humanas (média de 40,3% em CTMs de tecido adiposo). Este marcador teve seu
valor diminuido na segunda passagem, como esperado, pois as células receberam meio
de cultura indutora de células tronco. Quando se analisa o desempenho do CD34 com
tecido adiposo humano, este indice de fluorescéncia cai, como € desejado: 47% na
primeira passagem para uma media de 38% na segunda passagem. Apesar da fraca
resposta com amostras de tecido adiposo de cavalo, o decréscimo foi identificado. Nas
amostras de camundongo o marcador néo se altera de forma significativa.

Quanto ao marcador CD90, espera-se que o desempenho aumente com 0 nimero
de passagens. No entanto, este fato ndo foi observado na amostra humana para o qual o
reagente é comercializado, mas sim, nas amostras de medula dssea de coelhos, cavalos e
tecido adiposo de equinos, cujas médias foram superiores a 55%, enquanto que para
tecido adiposo de humanos a média foi de 13% e de camundongos 8,34%. Estes
resultados podem apontar reagente comercial sem estudo de especificidade
adequadamente conduzido.

O marcador CD44 é um reagente especifico para CTMs de cavalos. O
desempenho do mesmo foi adequado e mostrou indices de fluorescéncias maiores entre
1° e 2° passagens.

O anticorpo denominado A69 faz parte de clones de anticorpos monoclonais
murinos produzidos contra antigenos expressos em células-tronco de coelho, no
Laboratorio de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu conduzido pelo trabalho
de término de Curso de Renan Padron Almeida. Trata-se de uma IgGlk, na
concentracdo de 25mg/ml. No experimento conduzido em 2009, este anticorpo
reconheceu as CTMs de medula 6ssea de coelhos com percentual de 57,34 e seu
reconhecimento para tecido adiposo foi melhor, 78,83% (Quadro 5).

Dados relevantes foram registrados neste segundo experimento. As trés amostras
processadas pelo método de DM tiveram uma média de fluorescéncia de 12,4% na
primeira passagem e 60% na segunda passagem. J& as amostras processadas por DE
tiveram um desempenho de 55,7% na primeira passagem e 45% na segunda passagem
apontando para uma eventual remocao mais eficaz de CTMs do tecido, mas cuja cultura
se compromete, provavelmente pelas lesdes de DNA que o teste cometa apresentou. Em
medula 6ssea de cavalo, o reconhecimento foi em média de 85% na primeira passagem

decrescendo para 56% na segunda passagem.
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Amostra 12 passagem | 22 passagem

57,34* NR

78,83* 60% (DM) 45% (DE)
16,96* NR

85% 56%

NR NR

67,23 NR

NR: ndo realizado; * Dados do trabalho de Renan Padron Almeida, 2009

Quadro 5 — Média de fluorescéncia do anticorpo A69 analisado por citometria de fluxo
em amostras de medula 6ssea ou tecido adiposo dissociado mecanicamente ou por
enzimas.

Novos procedimentos deverdo ser realizados para se concluir a aplicabilidade do
anticorpo monoclonal obtido, visto que o mesmo nédo foi testado com todos os tipos
celulares. No entanto, este anticorpo apresenta especificidade dirigida contra CTMs de
medula 6ssea e tecido adiposo, com melhor desempenho em tecido adiposo. Seu
desempenho em amostra humana manteve-se, para primeira passagem, como nos dados
obtidos por Almeida, RP. Este marcador pode ser usado na pesquisa com células-tronco

de medula 6ssea equinas e murinas.
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6. CONCLUSOES

v' Foi possivel identificar reacdo cruzada inter-espécies entre o anticorpo
monoclonal murino (A69) dirigido contra célula-tronco de coelho produzida
pelo Laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu,
evidenciando que este reagente pode ser utilizado em medicina veterinaria, em

especial para pesquisa envolvendo equinos.

v' Foram estabelecidos protocolos para cultura de CTMs de medula 6ssea e
tecido adiposo de diferentes espécies, evidenciando que o procedimento é

reprodutivel.

v" A comparagdo dos métodos de obtencdo de células-tronco tecido especifico
através da DE e DM mostrou superioridade da DM em relacdo ao uso de

enzima.
v" Quanto ao parametro temporal, células obtidas por DE atingem a confluéncia

de 80% mais rapidamente, mas regride, fato este ndo observado nas células
obtidas por DM.
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