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CARACTERIZACAO DE CELULA PROGENITORA HEPATICA NO CULTIVO
CELULAR DE FiIGADO DE FETO CANINO

Resumo - Com a descoberta das células-tronco abriu-se um leque de
possibilidades nas pesquisas de nichos destas em diferentes 6rgdos e também no
estudo de doencas e regeneracéo tecidual. O figado vem sendo alvo de muitos
estudos jA& que as doencas cronicas deste o6rgdo tem como resolucdo um
transplante, o que é caro e ha poucos doadores. O figado €& composto,
principalmente, por hepatécitos, no entanto, seu cultivo e mantenca in vitro sao
dificeis. Assim, uma alternativa é a manutencéo das células progenitoras hepaticas.
Elas sdo conhecidas em camundongos, humanos, mas, pouco mencionadas em
cdes. Esse trabalho objetivou mostrar a existéncia das células progenitoras
hepéaticas no cultivo celular de figado fetal de cdes por imunocitoquimica e
citometria de fluxo a fim de saber se este nicho celular existe no cultivo e se é
possivel num futuro préximo a separacdo desta linhagem nesta espécie. Foram
utilizados para a realizacdo do trabalho 10 fetos sendo que destes foi possivel o
aproveitamento em sete animais. Foi realizado no trabalho isolamento, cultivo de
células hepdticas, criopreservacao, curva de crescimento celular, imnocitoquimica e
citometria de fluxo. A cultura celular durou sete passagens, com dobramento
populacional de 31,7 horas, na imunocitoquimica as células foram marcadas
positivamente para os seguintes marcadores: EpCAM, NCAM, Nestina e Thy-1.Na
citometria de fluxo foi possivel realizar a dupla marcacdo das células com os
maracadores EpCam e NCAM que resultaram em 0,5% +0,173 do total de células
analisadas, conclui-se que o objetivo da pesquisa almejado foi conseguido, existe
células progenitoras hepéaticas no cultivo celular de figado fetal canino.

Palavras chave: EpCAM, NCAM,; célula-tronco hepatica; cédo
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Characterization of hepatic progenitor cell in cell culture canine fetus liver

Abstract - With the discovery of stem cells has opened up a range of possibilities in
niche research these in different organs and also in the study of diseases and tissue
regeneration the liver has been the subject of many studies since chronic diseases of
this organ has the resolution a transplant, which is expensive and there are few
donors. The liver consists mainly of hepatocytes; however, its cultivation and
maintenance in vitro are difficult. Thus, an alternative is to maintain the hepatic
progenitor cells. They are known in mice, humans, but rarely mentioned in dogs. This
study aimed to show the existence of hepatic progenitor cells in cell culture fetal liver
of dogs by immunocytochemistry and flow cytometry in order to know if this cell niche
exists in the cultivation and whether it is possible in the near future the separation of
this lineage in this species. They were used to carry out the work 10 fetuses and of
these it was possible to use in seven animals. Work was carried out in isolation,
cultivation of liver cells, cryopreservation, cell growth curve, immunocytochemistry
and flow cytometry. The cell culture lasted seven passes, doubling time in 31.7
hours, in immunocytochemistry cells were positively stained for the following
markers: EpCAM, NCAM, Nestin and Thy-1. In flow cytometry it was possible to
double staining of cells with EpCam markers and NCAM which resulted in 0.5 % *
0.173 of the total of the cells analyzed. Concludes that the purpose of the desired
search has been achieved there liver progenitor cells in fetal liver cell culture canine

Keywords: EpCAM, NCAM, stem cells hepatic, dog



Capitulo 1 - Consideracfes Gerais
1. Introducéo

As células-tronco sdo designadas como células indiferenciadas, com
elevada capacidade proliferativa e com habilidade de autorrenovacdo. Sao aptas
a regenerar um tecido apos um trauma ou lesdo e tem a capacidade de modular
as funcbes celulares envolvidas nestes processos (Francga, 2011). As células-
tronco podem ser classificadas em trés categorias de acordo com o periodo de
isolamento durante a ontogénese: embrionaria, fetal e adulta. O termo célula-
tronco refere-se a células com habilidade em gerar células filhas com
caracteristicas similares a célula mae, bem como se diferenciar em células
especializadas (Gage, 2000).

As células-tronco fetais ganharam énfase nas pesquisas por exibirem
caracteristicas Unicas com uma riqueza de informacdes e novas descobertas
sobre a compreensdo da biologia das células-tronco em geral. Podem ser
exploradas como uma fonte potencial para a terapia celular. As células-tronco
fetais podem ser derivadas a partir do feto ou a partir das estruturas de suporte
extra-embrionaria, que sao de origem fetal (Hemberger, 2008).

Os recentes avancos nos estudos da disposicdo anatbmica do
parénquima hepatico e epitélio biliar mostram a existéncia de varios
compartimentos de ceélulas-tronco compostos de células progenitoras de
diferentes linhagens (Cardinale, Wang, Carpino, et al., 2012). Neste contexto o
figado humano de todas as idades apresenta células progenitoras hepatica,
bipotentes, podendo se diferenciar em hepatocitos ou colangiocitos (Schmelzer
et al., 2007). burante a lesdo hepatica grave e persistente, os hepatécitos ja nao
tem a capacidade de proliferar enquanto que as células-tronco progenitoras
hepatica sao induzidas a se multiplicarem. Este aumento do crescimento celular
€ também conhecido como, reacdo dos ductos biliares, reacdo de células oval
ou hiperplasia de células oval. As células progenitoras hepaticas existem ao
entorno dos ductos biliares e canais de Hering (Kuwahara et al., 2008). Assim,
estas células apresentam caracteristicas peculiares, podendo ser utilizadas

como fontes para estudos de terapia celular (Forbes ; Newsome, 2012).



No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, em 2014 foram
realizados 1769 transplantes de figado e a lista de espera constituia 2024
pessoas. O transplante de figado s6 € indicado para pessoas com doencas
hepaticas agudas ou cronicas, irreversiveis e progressivas. A hepatite crénica
por virus da hepatite C (VHC) e a cirrose alcoolica representam cerca de 50%
das etiologias que levam pacientes adultos ao transplante. Na populacéo
pediatrica, as principais indicacdes de transplante hepatico sdo a atresia de vias
biliares (57%) seguida das doencas metabdlicas (19%) (Ministério da saude,
2016).

Pelo fato do Canis lupus familiaris, 0 cdo domestico, apresentar homologia
de 75% do DNA com o ser humano (Klug, 2010) foi escolhido como material de
estudo neste trabalho. Desta forma, o presente trabalho objetivou conseguir
estabelecer um cultivo de células hepéticas de fetos caninos a fim de descobrir
se neste, por marcagcdo com os anticorpos EpCAM e NCAM, existe a presenca
de células progenitoras hepaticas para provir subsidios para posterior

separacao das mesmas estabelecendo uma cultura pura.

2. Revisao da literatura:

Um dos primeiros experimentos que impulsionaram os demais com cultivo
celular foi o realizado por Ross G. Harrison h4 mais de cem anos, na
Universidade Johns Hopkins. Este estudo demonstrou que tecidos cultivados de
embrides de anfibios sobreviviam por até quatro semanas (Rebello, 2014).

O conceito da existéncia de uma hierarquia dentre as células, sendo o
lugar do topo ocupado pela célula tronco, de modo que as demais descendam
dela, surgiu pela primeira vez na década de 60, com 0s experimentos de
McCulloch e Till (1961). Neste trabalho pioneiro foi identificada a primeira
populacao de célula-tronco na medula éssea de camundongos adultos. Outros
estudos, realizados nas décadas de 1970 e 1980 pelo grupo de pesquisa de
Alexander Friedenstein ampliaram o potencial de uso das células- tronco no
caso, mesenquimais, demonstrando sua capacidade de autorrenovagao e

hY

diferenciacdo (Drzewiecki et al., 2010). Na época, devido a semelhanca



morfoldégica com fibroblastos em cultura, foram denominadas unidades
formadoras de colbnia fibroblastica (UFC-F) (Torres, 2009).

As células-tronco podem ser definidas como células nao diferenciadas de
embrides, fetos ou tecidos adultos, que tem como particularidade o potencial de
gerar células de diversos tecidos sob o estimulo bioquimico, hormonal e
mecanico adequado, in vitro ou in vivo (Csaki et al., 2007), preservando sua
prépria populacao, gerando células filhas idénticas (Zago, 2005).

Baseado no potencial de diferenciacdo as células-tronco podem ser
classificadas em pluripotentes, aquelas que podem gerar todos os diferentes
tipos celulares, como as células da massa celular interna do blastocisto; e
multipotentes, precursoras de diferentes tipos celulares de uma mesma
linhagem, do tecido onde se insere como, as células-tronco hematopoiéticas. As
células-tronco ainda podem ser classificadas como oligopotentes, que podem
originar células de diferentes linhagens celulares de um mesmo tecido, como as
células-tronco neurais; e aguelas que originam apenas um tipo celular, com
funcado repositora, como as células-tronco da epiderme, chamadas unipotentes
(Friel et al., 2005).

As células-tronco podem ser de origem embrionaria, obtidas a partir da
massa celular de embrides em fase inicial de desenvolvimento, ou originaria de
tecidos adultos. Essas Ultimas s&o responsaveis pela manutencdo da
integridade dos tecidos adultos, substituindo células perdidas pelo desgaste
natural ou necesséarias para a regeneracdo de 6rgdos e tecidos apos lesdes
variadas (Zago, 2005). Em 1998, pesquisadores nos Estados Unidos isolaram
pela primeira vez células tronco embrionarias de humanos (Shamblott et al.,
1998; Thomson et al.,, 1998).As células-tronco embrionarias sao aquelas
oriundas de tecido embrionario especificamente da fase blastocistica que
compreende entre o quarto e quinto dia ap6s a fecundacdo na espécie humana,
mas antes da implantacdo no Utero que ocorre por volta do sexto dia apés a
fecundacgao (Segura et al., 2007).

Dentre as células-tronco adultas a mais conhecida sdo as células-tronco
hematopoiéticas cujas principais fontes sdo a medula 0ssea e as ceélulas de

corddo umbilical. Diferentes das células-tronco embrionarias e fetais, que séo



pluripotentes, as células-tronco adultas sdo multipotentes, ndo especializadas
(Csaki et al., 2007).

As células-tronco fetais podem ser isoladas a partir do proprio feto e de
estruturas extra-fetais de suporte (Bossolaco, 2004). Observa-se interesse
crescente na utilizacado das células fetais em engenharia tecidual, para correcao
de diversos defeitos congénitos (Fuchs et al., 2003). O feto e os tecidos fetais
apresentam-se como potencial fonte para os transplantes celulares, pois
possuem menor risco e contaminacédo viral e/ou bacteriana quando comparado
com os tecidos adultos, por residirem em um ambiente imunoprivilegiado dentro
do utero. Além disso, a maioria das células fetais prolifera mais rapidamente, em
meio de cultura, quando comparadas as células adultas e outra caracteristica
apresentada pelos tecidos fetais € a auséncia de questionamento ético quanto a
sua utilizacdo clinica em transplantes (Bruder et al., 1997, Abdulrazzak et al.,
2010). As células-tronco fetais podem ser isoladas a partir de sangue fetal e da
medula déssea, bem como de outros tecidos fetais, incluindo figado e rim
(O’Donoghuek; Fisk, 2004).

O figado fetal € excepcionalmente volumoso, ocupando um amplo espaco
da cavidade abdominal (Koénig e Liebich, 2004). E o principal sitio para o
desenvolvimento de progenitores hematopoiéticos, atuando na diferenciacao e
maturacdo da linhagem hematopoética definitiva (Koury et al., 2002) e esta
funcdo é assumida pelo figado fetal a partir do terco médio da gestacdo em
mamiferos (Badylak, 2002). Entretanto, o figado ganhou destagque nas
pesquisas com células-tronco pela sua alta capacidade proliferativa e
regenerativa através de células hepaticas (Fausto, 1994). A capacidade
proliferativa dos hepatocitos adultos e do tecido epitelial biliar pode ser
observado quando é realizada uma hepatectomia em ratos e camundongo, do
quais é retirado dois tercos do figado e o 6rgdo se regenera (Russo ; Parola,
2011; Fausto et al., 2012).

O figado tem origem embriolégica do diverticulo hepético, protuberancia
da endoderme, localizada na porgéo distal do intestino anterior. A porcéao cranial
do diverticulo hepatico origina o figado e as vias biliares intra-hepaticas,

enquanto a sua por¢do caudal origina a vesicula biliar e as vias biliares extra-
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hepéticas. O diverticulo hepatico é constituido por hepatoblastos; células
bipotenciais, com capacidade para originar hepatdcitos ou colangiécitos,
encontrando-se em estreita relacdo com a mesoderme cardiaca e com o septum
transversum. Os hepatoblastos proliferam rapidamente e penetram o septum,
formando cordBes de hepatdcitos, designados por placas hepaticas. Estas se
encontram separadas por células da mesoderme que formam o endotélio
especializado poroso, constituindo o0s sinusoides hepaticos (Sadler; Jan
Langman's, 2010). As células dos ductos biliares, bem como os hepatdcitos,
tem, portanto, uma origem endodérmica, enquanto as células de Kupffer e as
células endoteliais dos sinusoides hepéticos tem origem na mesoderme do
septum transversum (Grijalva ; Vakili, 2013).

A embriologia do figado €& composta por multiplos estagios de
desenvolvimento, no qual a inducdo da destinacdo hepéatica depende de
interag@es reciprocas entre o endoderma ventral do intestino anterior e o tecido
mesenquimal adjacente (Zaret, 2002). O figado é formado por hepatécitos e
colangiécitos, dois tipos de células epiteliais. Este 6rgdo tem importancia no
metabolismo, particularmente pela sintese de proteinas e enzimas, regulando o
consumo energético, auxiliando a digestdo e contribuindo ainda para a
eliminacdo de moléculas enddgenas e exdgenas (Alpini et al., 2002).

O hepatocito € uma célula de natureza epitelial, altamente diferenciada,
consequentemente, dificilmente se divide. Apenas um hepatécito entre 20.000
pode estar em processo de divisdo em algum momento, durante a vida do ser
humano ou animal, essa divisdo ocorre de uma a duas vezes para cada célula
(Jesus, et al., 2000). O hepatécito maturo ou o hepatdcito de figado de neonato
sdo considerados candidatos potenciais para o transplante celular. Porém, a
baixa viabilidade de 6rgdos para isolar hepatdcitos maturos e a dificuldade de
expandi-los in vitro limitam seu uso (Tolosa et al., 2014). Zhang et al.(2011)
conseguiram isolar hepatocitos de figado de bezerros, com 72 horas de cultivo
celular, neste estudo, os hepatdcitos se apresentaram funcionais, secretando
albumina, desidrogenase lactica e ureia, porém, a cultura durou 10 dias (Zhang
et al., 2012). Quando ocorre lesdo aguda no figado, inicialmente, os hepatocitos

e o0s colangiocitos sofrem divisdo celular para compensar a perda



celular/tecidual. Entretanto, danos cronicos podem suprimir essa capacidade
proliferativa destas células hepaticas. Em consequéncia, as células progenitoras
intra-hepaticas entram em acao para contribuir na regeneracéo do 6rgao (Itoh et
al., 2011).

As células-tronco progenitoras hepaticas em seres humanos encontram-
se nas placas ductais dos figados fetais e nos canais de Hering no figado adulto.
Estas podem ser isoladas utilizando a molécula de adeséo da célula epitelial
(EpCAM) como um marcador de células progenitoras hepaticas. As células
positivas para EpCAM quando classificadas por imunosseleccéo, constitui 0,5-
2,5 % do parénquima hepatico de doadores de todas as idades. O transplante
de células EpCAM positivas ou células-tronco progenitoras hepaticas sdo uma
alternativa para terapias com células-tronco hepaticas( Rao et al., 2008 ). As
células progenitoras hepéticas, sdo denominadas células ovais no roedor. Estao
localizadas na area portal e periportal e contribuem para a regeneracao do
figado (Zhang; Bai; Huang, 2003; Haridass; Narain; Ott, 2008). Estas células
surgem no parénquima, geralmente sob a forma de neoductules, diferenciando-
se em hepatdécitos e colangiocitos maturos para restaurar o figado danificado.
(Wang et al., 2003)

Schmelzer et al. (2007) mostraram em seu trabalho que as células nas
placas ductal do figado fetal e neonatalis e nos canais de Hering em figados
pediatricos e adultos sdo células progenitoras hepéticas. Estas podem ser
isolados com eficiéncia por condi¢cdes de cultura selectivas e por imunoselecéo
para EpCAM (CD326) e/ou da NCAM (CD56) .

O EpCAM é uma glicoproteina transmembranar expressa, principalmente
em epitélios simples, células progenitoras, células estaminais normais e
malignas e ainda em varios carcinomas de origens diferentes. As fun¢cbes do
EpCAM sdo numerosas e incluem a adesdo célula- célula, a proliferacdo, a
manutencao de estados indiferenciados, regula a diferenciacéo celular, migracéo
e invasdo ( Munz; Baeuerle; Gires, 2009; Went, et al., 2004) Por imuno-
histoquimica, Balzar et al., (1999), observaram que hepatoblastos no figado
embrionario humano sdo EpCAM positivo, ao passo que os hepatocitos maturos

sao EpCAM negativo.



O marcador de superficie celular NCAM (CD56) inicialmente utilizado para
fenotipagem de células da glia, células musculares e neurbnios, é também
encontrado na maioria das células progenitoras hepaticas derivadas de figado
fetal e neonatal, entretanto, no figado adulto a marcacdo de NCAM aparece em
40 % das células positivas para EpCAM (Goridis ; Brunet, 1992).

Vestenfoft et al.(2011) mostraram em seu trabalho que figado fetal
humano com idade gestacional de 15 semanas possui marcagdo positiva para
Nestina na area porta em células do mesenquima hepatico, nas células epiteliais
das vias biliares e células endoteliais arteriais.

Gridelli et al. (2012) identificaram por citometria de fluxo que logo ap6s o
isolamento das células hepaticas em humanos ha uma expressiva marcacao
associada a células mesenquimais sendo que 1,5-2% destas sao positivas para
Thy -1 (CD90).

A literatura tem como enfoque as células-tronco progenitoras hepéticas
em camundongo, rato e homem. Existe pouca publicacdo destas em canino e
menos ainda em felinos ou outras espécies. A resposta das referidas células séo
muitas vezes mencionadas como proliferacdo do ducto biliar quando observado
em seccdes histologicas do figado (Yoshioka K. et al., 2004; Warren , et al.,
2011).

As células-tronco tem como finalidade do seu estudo a abordagem
terapéutica visando a medicina regenerativa. A terapia celular é promissora e
permanece em destaque mundialmente, pois propde o estabelecimento da
manutencdo da qualidade de vida de individuos que sofrem de alterac6es que
nao possuem cura descrita e debilitam o paciente (Lima et al., 2009). Utilizadas
ha véarias décadas em transplantes de medula O0ssea, as células-tronco se
apresentam na ciéncia como fontes de tecidos para a regeneragcao daqueles que
apresentam alguma anormalidade no organismo (Cabeleira et al., 2010). Para o
uso de implante celular as células progenitoras apresentam maior seguranca em
relacdo as células-tronco embrionarias, embora estas sejam totipotentes,
podendo diferenciar em qualquer tipo celular de um organismo elas possuem
maior facilidade de alteracao tendo a possibilidade de transformacao tumoral. Ja

as células progenitoras por serem mais diferenciadas sofrem menos influéncias



do meio e tem menor indice de formacgéo tumoral. Assim, as celllas progenitoras
Sa0 uma opgao mais segura para o uso em implantes (Dan; Geoge, 2008).

A doenca hepatica grave que debilita o paciente humano acaba por leva-
lo a necessidade de um transplante de figado. Um dos empecilhos para o
transplante hepatico € o numero insuficiente de doadores para a demanda
crescente de candidatos (Junior et al., 2015). De acordo com a Associacao
Brasileira de Transplantes de Org&os no Brasil de janeiro a setembro de 2015
fez-se 1.326 transplantes de figado. Pelo baixo nimero de doadores perante o
alto numero de candidatos ao transplante hepéatico h4 uma decorrente busca por
alternativas como o uso de xenotransplantes, principalmente com a utilizacao de
porcos geneticamente modificados, bem como o0 uso da bioengenharia, com a
criacdo de figado sintético em laboratério, oque pode mudar drasticamente o
panorama da falta de Orgdos (Cooper et al., 2013). Em cdes e gatos, a
incidéncia de hepatopatia e doencas do trato biliar é cerca de 1% a 2% de todos
0s casos clinicos, mas essa taxa depende da raca do animal (Rothuizen, 2001).

O cao € um modelo animal utilizado para os estudos dos mecanismos e
tratamentos de diversas altera¢gfes, tais como cancer de prOstata, doencas
cardiovasculares, diabetes e leucemia. O modelo canino representa um modelo
pré-clinico para o estudo de doencas humanas, pois tanto as manifestacdes
clinicas das doencas como a fisiologia da espécie canina apresentam
similaridade com a espécie humana. O cdo é a espécie predominantemente
utilizada para as pesquisas de transplantes celulares, por apresentar a cinética
da célula-tronco e a demanda hematopoiética similares ao organismo humano
(Horn et al., 2004).

As primeiras células-tronco utilizadas em transplante foram as células
tronco hematopoiéticas para o tratamento de doencas neoplasicas,
hematoldgicas ou ndo, doencas metabdlicas e deficiéncias imunologicas. No
entanto, sua utilizacdo traz certas limitacbes como a necessidade de testes de
imunocompatibilidade entre o doador-receptor (Azevedo e Ribeiro, 2000),
enquanto que as ceélulas-tronco isoladas dos tecidos fetais sdo imunogénicas,

ampliando a sua utilizagao terapéutica (O’Donogue e Fisk, 2004).



2.1 Cultivo celular

O cultivo celular é um conjunto de técnicas que permitem cultivar ou
manter células isoladas fora do organismo, mantendo as caracteristicas préprias
(Freshney, 1994). Células isoladas de tecidos ou o6rgdos s6 podem ser
cultivados in vitro quando mantidos em instalacdes adequadas, isto €, em
temperaturas definidas e suplementados com um meio contendo nutrientes e
fatores de crescimento. Além disso, o conhecimento de morfologia celular,
procedimentos basicos de cultura celular e técnicas assépticas rigorosas sao
essenciais para a manutencdo de células in vitro livre de qualquer tipo de
contaminacao (Freshney, 2005).

Por convencdo denomina-se uma cultura celular como priméria, quando
suas células sdo diretamente obtidas de um tecido humano ou animal.
Linhagens celulares continuas, por outro lado, sdo aquelas nas quais as células
sofreram imortalizacdo, adquiriram a capacidade de se multiplicar
indefinidamente (Freshney, 2006).

Células normais apresentam um padrdo de crescimento celular no cultivo
chamada curva de crescimento sigmoidal, com quatro fases de crescimento
celular em cultura: lag, log, plateau e morte celular. Na fase lag o numero de
células varia pouco, pois ndo ha proliferacdo imediata apés a adicao de células
ao meio de cultura. A fase log € a fase de crescimento logaritmico com maximo
crescimento. Ha maior viabilidade e atividade metabdlica, sendo o periodo ideal
para experimentacdo e estudo. A duracdo dessa fase depende da densidade
inicial das células, da taxa de crescimento celular e da densidade de saturagéo
da linhagem. Fase plateau, caracterizada por grande formacdo de células
acompanhadas pela reducdo da velocidade de crescimento e fase de morte
celular nesta ha reducdo do numero de células que excede a quantidade de

células vivas (Jayabalan, 1993).
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2.2 Imuno-fenotipagem

Tecidos e 6rgdos sdo compostos por multiplos tipos celulares para o seu
perfeito funcionamento. Esta mistura de células também comp&em o cultivo
celular, o que torna necessario identificar as células. A identificacdo pode ser por
morfologia, mas a maneira mais eficiente é por marcadores celulares especificos
que refletem a funcéo celular in vivo (Martin, 1994).

Um tipo de marcador celular é o conjunto de diferenciacdo (CD),os quais
sdo compostos por moléculas de superficie classificadas de acordo com um
sistema internacionalmente aceito, e que sao identificadas utilizando-se
anticorpos monoclonais. Estes receptores de superficie constituem um modo de
comunicacdo da célula e o ambiente externo (Tizard, 1986; Janeway et al.,
2002).

A imuno-citoquimica € o conjunto de metodologias em que se utilizam
anticorpos como reagentes especificos capazes de identificar e estabelecer
ligacdo com constituintes teciduais que funcionam como antigenos. Esta ligacao
permite situar e identificar a presenca de variadas substancias nas células e
tecidos por intermédio da cor que é associada ao complexo antigeno-anticorpo
formado. Assim, a imuno-citoquimica se apresenta como um meio de
identificacdo de varias estruturas celulares e teciduais (Polak ;Van Noorden,
2003).

Outra maneira de realizar a marcacao celular é por citometria de fluxo,
uma técnica bastante importante que tem sido utilizada em areas como,
imunologia, hematologia, oncologia, anatomia patolégica e biologia celular
(Ribeiro, 2010). Com o citbmetro de fluxo é possivel definir caracteristicas de
células ou particulas utilizando as propriedades de dispersédo de luz das mesmas
pela emissao de fluorescéncia de anticorpos marcados (Lucidi et al., 2011).

A possibilidade de obtencdo de células progenitoras hepéticas contribuira
para clinica médica veterinaria podendo se estender para a humana no
parametro da medicina regenerativa, aumentando a possibilidade dos

tratamentos das doencgas hepaticas.
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Capitulo 11

Artigo sera submetido para a revista Reproduction in Domestic Animals, estando nas

normas desta revista.
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CARACTERIZACAO DE CELULA PROGENITORA HEPATICA NO CULTIVO
CELULAR DE FIGADO DE FETO CANINO

Resumo

Com a descoberta das células-tronco abriu-se um leque de possibilidades nas pesquisas de

nichos em diferentes 6rgdos e também no estudo de doencas e regeneracéo tecidual. O figado
é alvo de muitos estudos visto que as doencas cronicas deste 6rgao tem como resolugédo o
transplante. O figado é composto, principalmente, por hepatdcitos, no entanto, seu cultivo e
mantenca in vitro sdo dificeis. Assim, uma alternativa é a manutencdo das celulas
progenitoras hepéticas. Sdo conhecidas em camundongos, humanos, mas, pouco mencionadas
em cdes. Esse trabalho objetivou mostrar a existéncia das células progenitoras hepéticas no
cultivo celular de figado fetal de cdes por imunofenotipagem pelos anticorpos de superficie
celular EpCAM e NCAM a fim de saber se este nicho celular existe no cultivo e se é possivel
num futuro préximo a separacdo desta linhagem nesta espécie. Foram utilizados para a
realizacdo do trabalho 7 fetos caninos. Foi realizado no trabalho: isolamento, cultivo de
células hepaticas, criopreservacdo, curva de crescimento celular, imnocitoquimica e
citometria de fluxo. A cultura celular durou sete passagens, com dobramento populacional de
31,7 horas, na imunocitoquimica as células foram marcadas positivamente para os seguintes
marcadores: EpCAM, NCAM, Nestina e Thy-1. Na citometria de fluxo foi possivel realizar a
dupla marcacéo das células com os marcadores EpCam e NCAM que resultaram em 0,5%

40,173 de células duplo marcadas do total de células analisadas.

Palavras chave: EpCAM, NCAM, célula-tronco hepatica; céo
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1. Introdugéo

O conceito de uma hierarquia celular, de maneira que uma se diferencia nas demais
dentro de uma linhagem celular, surgiu pela primeira vez na década de 60 com o0s
experimentos de McCulloch e Till, em 1961. Neste trabalho pioneiro eles identificaram a
primeira populagdo de células-tronco na medula 6ssea de camundongos adultos.

Todas as células-tronco possuem trés caracteristicas principais que as diferenciam
dos outros tipos celulares. Sdo indiferenciadas e ndo especializadas e séo capazes de se dividir
e se autorrenovarem indefinidamente. Ainda, possuem capacidade de se direcionar para a
diferenciacdo em células especializadas quando submetidas a certas condic¢Ges especificas
ambientais, fisioldgicas ou experimentais (Silva Junior et al., 2009; Valentini et al., 2010).

As células-tronco sdo divididas em duas categorias: embrionérias e adultas. A
vantagem da ceélula-tronco adulta é o fato de ser autogénica e da embrionéria é a sua
capacidade de proliferacdo e de diferenciacdo em diversos tipos celulares (Chen et al., 2012;
Rai et al., 2014). O feto e os tecidos fetais apresentam-se como uma potencial fonte para o0s
transplantes celulares, pois possuem menor risco de contaminagdo viral e/ou bacteriana
qguando comparado aos tecidos adultos, por residirem em um ambiente imunoprivilegiado
dentro do Utero. Além disso, a maioria das células fetais prolifera mais rapidamente, em meio
de cultura, quando comparadas as células adultas (Bruder et al. 1997, Abdulrazzak et al.
2010). As células- tronco fetais podem ser isoladas a partir de varios tecidos como o sangue
fetal e a medula Ossea, assim como de outros tecidos fetais incluindo figado e rim
(O’Donoghuek e Fisk, 2004).

O figado ganhou destaque nas pesquisas com célula-tronco pela sua alta capacidade
proliferativa e regenerativa através de células hepaticas (Fausto, 1994). A capacidade

proliferativa do figado adulto e do tecido epitelial biliar é observada ap6s a hepatectomia em
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ratos e camundongo, na qual se retirou dois tercos do figado e o 6rgdo se regenerou
totalmente (Fausto et al., 2012; Russo et al., 2011).

O transplante de hepatocito maturo ou de hepatocitos de neonatos sdo considerados
candidatos potenciais para o implante celular. Porém, a baixa viabilidade de 6rgdos humanos
para isolar hepatdcitos maturos e a dificuldade de expandir in vitro limitam seu uso (Tolosa et
al., 2014).

Perante as dificuldades do uso de hepatdcitos maturos existe a alternativa de cultivar
células progenitoras hepaticas. No roedor, sdo denominadas células ovais, que se localizam na
regido porta ou areas periportais e contribuem para regeneracdo do figado (Zhang, et al.,
2003; Haridass, et al., 2008). Estas células surgem no parénquima hepatico, geralmente sob a
forma de novos ductos e se diferenciam em hepatdcitos e colangiocitos maduros para
restaurar o figado danificado. No entanto, a origem exata dessas progenitoras bipotentes ainda
é incerta (Wang, et al, 2003; Coradeghini, et al, 2010).

As células-tronco progenitoras hepaticas em seres humanos encontram-se nas placas
ductais dos figados fetais e nos canais de Hering no figado adulto. Podem ser isoladas
utilizando a molécula de adesdo da célula epitelial (EpCAM) como um marcador de células
progenitoras hepaticas. As células positivas para EpCAM, quando classificadas por imuno
selecdo, constituem 0,5-2,5 % do parénquima hepéatico de doadores de todas as idades. O
transplante de células EpCAM positivas ou células tronco progenitoras hepaticas € uma
alternativa para terapias com célula-tronco no figado (Rao et al., 2008). Schmelzer et al.
(2007) afirmaram em seu trabalho que as células progenitoras hepaticas humanas podem ser
isoladas eficientemente por condi¢fes de imunoselecdo utilizando apenas os marcadores

EpCAM (CD326) e/ou NCAM (CD 56).
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Vestenfoft et al. (2011) mostraram que no figado fetal humano com idade gestacional
de 15 semanas houve marcacdo positiva para Nestina na area porta em células mesenquimais
hepaticas, nas células epiteliais das vias biliares e células endoteliais arteriais.

Gridelli et al. (2012) provaram por citometria de fluxo que logo apds o isolamento
das células hepaticas em humanos ha uma expressiva marcacdo associada a células
mesenguimais sendo que 1,5%-2% destas sao positivas para Thy -1 (CD90).

A literatura tem como enfoque as células-tronco progenitora hepatica em
camundongo, rato e homem, porém, pouca publicagdo em canino e menos ainda em felinos
(Yoshioka et al., 2004 ; Warren, et al.,, 2011). Pelo fato do cdo doméstico, apresentar
homologia de 75% do DNA com o ser humano (Klug, 2010), é considerado bom modelo para
0 estudo de afec¢des humanas .

O objetivo deste trabalho foi cultivar, expandir e criopreservar células hepaticas de fetos

caninos e por imunofenotipagem constatar a presenca de células progenitoras hepaticas.

2. Materiais e métodos:
2.1 Meios e reagentes

Todos os meios de cultivo utilizados e reagentes sdo da Thermo Fisher Scientific.
Todo material descartavel foi de alta qualidade e estéril, das marcas Corning e Nunc, exceto
quando indicado.

O estudo foi conduzido de acordo com as recomendacBes éticas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de animais

(CEUA) institucional, sob o protocolo nimero 009131/14.
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2.2 Obtencéo dos fetos

Foram utilizados 7 fetos de trés doadoras caninas, sem raca definida para a obtencéo
do cultivo celular, criopreservacéo celular, imunofenotipagem e curva de crescimento.
Os fetos foram retirados da placenta, lavados com alcool 70% e secos com compressa estéril.
No fluxo laminar os animais foram medidos com paquimetro entre a base do occiptal até a
primeira vértebra sacral a fim de estimar a idade gestacional (crow rump)(Evans e Sock,

1973).

2.3 Cultura priméria de células hepética

O meio de cultivo utilizado foi composto por 50% de meio Dulbecco’s Modified
Eagle (DMEM) alta glicose e 50 % F12 Nutrient Mixture (Ham), suplementado com 1% de
amino&cidos ndo essenciais, 5 pg/mL de insulina transferrina selenito de sodio (ITS) (Sigma-
Aldrich N° Cat.1-1884), 0,2% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrichi Cat.A8806-
5G), 1% de amicacina e 10% de soro fetal bovino (SFB).

Apos a mensuracdo e lavagem os fetos foram depositados em placas de vidro estéril
e o figado foi exposto por uma incisdo na linha média. O 6rgdo foi entdo seccionado,
retirando-se um fragmento na regido da entrada da veia porta e dos grandes vasos. A amostra
foi fracionada mecanicamente com o auxilio de um bisturi, até a obtencdo de um
homogeneizado, o qual foi lavado em solucéo de tampéo fosfato salina (PBS) inicialmente e
posteriormente em solucdo de PBS livre de célcio e magnésio, até a obtencdo de um
sobrenadante visivelmente limpido.

Posteriormente, o material foi colocado em solucdo de colagenase tipo IV para
digestdo enzimatica por 35 minutos. Na sequéncia o material foi passado em tamis e o filtrado

foi centrifugado a 170 x g por 7 minutos. O sedimento foi ressuspendido no meio de cultivo
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anteriormente descrito e depositado em garrafas com ventilador de 25cm? cada garrafa foi do
figado de um unico feto.

A primeira troca de meio foi realizada 24 horas ap0s as células terem sido colocadas
em cultivo. As demais trocas foram feitas a cada 48 horas, sendo que o meio de cultivo era
renovado totalmente. Quando as células do cultivo atingiam confluéncia de 80% em média,

estas eram repassadas e ou criopreservadas.
2.4 Passagem celular

Os cultivos celulares com 80% de confluéncia foram lavados trés vezes com PBS
livre de calcio e magnésio. Em seguida, acrescentou-se tripsina a 0,25% e incubou-se em
estufa, sempre observando no microscopio invertido a soltura das células do fundo da garrafa
de cultivo. Quando as células estavam suspensas, a tripsina foi neutralizada com meio de
cultivo. O contetdo foi transferido para um tubo Falcon de 15mL e centrifugado a 170 x g por
7 minutos. O sobrenadante foi removido e as células sedimentadas ressuspensas em 1,0 mL de
meio de cultivo. Entdo, fez-se a contagem para a criopreservacdo e /ou manutencdo do

cultivo.
2.5 Contagem celular

A contagem das células foi realizada em cdmara de Neubauer. Foram contados 0s
quatro quadrantes laterais e calculada a média destes. A média foi multiplicada pelo fator de

diluicdo e por 10.000; o resultado foi dado em células por mL.
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2.6 Curva de crescimento celular

Essa analise foi realizada em triplicata nas células de terceira passagem, que foram
cultivadas em placas de 35mm na densidade de 57 x 10° células por placa, totalizando 15
placas. Apds 48 horas, trés placas aleatorias foram repicadas e as células foram contadas na
camera de Neubauer, procedimento que foi realizado também apds 72, 96, 120 e 144 horas.
Para a contagem das células, o meio foi retirado e 1 mL de TrypLE™ Express foi adicionado
e as células incubadas por 40 minutos a 37°C. As suspensdes celulares foram centrifugadas
por 7 minutos a 700 x g e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio de cultivo. O ndmero de
células em cada placa foi somado e divido por trés, obtendo-se uma média aritmética para
cada periodo de tempo, foi utilizado o cultivo de um feto e, os valores obtidos foram anotados
e demonstrados graficamente.

Com o proposito de saber o tempo de dobramento do nimero de células no cultivo
celular, utilizando os dados obtidos na curva de crescimento, aplicou-se a seguinte formula:
Grupo de dobramento = periodo * log (2)/log (Cs) — log (Ci)

Cs é dado pela concentracdo final das células e C; pela concentracdo inicial de células (Roth,
2006). Para a populacéo do cultivo em questéo foi utilizado o periodo de 48 a 96 horas devido
a inclinagdo da curva, sendo possivel calcular o tempo de dobramento populacional no

periodo em que as células se encontravam em crescimento exponencial (fase log).

2.7 Criopreservacao celular

Para a criopreservacdo as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de
congelagdo, composto por 45% de meio contendo 50% DMEM alta glicose, 50% de HAM
F12 suplementado com 1% de aminoacidos ndo essenciais, 1% de amicacina, 45% de SFB e

10% de dimetil suféxido (DMSO) (SIGMA- ALDRICHI N° Cat. D2650). Apds a contagem,
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as células foram alicotadas em criotubos de capacidade de 1,5 mL para congelacdo. O nimero
de células acondicionadas em cada criotubo variou conforme a quantidade que se encontrava
no cultivo, sempre colocando no minimo 250.000 células.

A congelacéo foi realizada pelo método lento, no qual as células permaneceram por
2h a 4°C, 2h a -18°C, 10min em nuvem de nitrogénio e em seguida mergulhadas em
nitrogénio liquido e armazenadas em botijGes criogénicos a -196°C por tempo indeterminado.

A descongelacdo realizada era em banho-Maria a 36°C com observacdo da amostra
até se tornar liquida. Entdo, o contetdo do criotubo foi acrescido de meio de cultivo e
centrifugado a 170 x g, durante sete minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido em meio de cultivo. O conteldo foi depositado em garrafa de cultivo celular e

incubado em estufa.
2.8 Imunocitoguimica

Células de terceira passagem foram colocadas em cultivo em placas de 4 pocos de
1,9 cm?. O cultivo foi mantido até que a quantidade de células ndo fosse muito elevada, uma
confluéncia de, aproximadamente, 70%. Entdo, foi colocado paraformaldeido a 4% para fixar
as células por 10 minutos, foi retirado e adicionou-se PBS até iniciar o protocolo com o0s
anticorpos.

Para a marcacdo com os anticorpos foram realizadas trés lavagens de 5 minutos cada
com PBS e 0,1% tween 20, seguida de permeabilizacdo com Triton X a 1% por vinte minutos.
Realizou-se novamente a lavagem com PBS, 0,1% tween 20 e 0,1% de BSA, por trés vezes de
5 minutos cada, seguida de blogueio com 1% de BSA por 1 hora, afim de evitar reacGes
inespecificas. E nova lavagem com PBS, 0,1 tween 20 e 0,1% de BSA. Entdo, acrescentou-se
0 anticorpo primario e manteve-se a 4°C overnight. Os anticorpos primarios utilizados foram

EpCAM (Santa Cruz 23788) e NCAM (Santa Cruz 10735) ambos na diluigdo 1:50, e o
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anticorpo Thy-1 (Santa Cruz, Cat.SC 6071) e Nestina (SIGMA- ALDRICHI Cat. N 5413).
Todos foram utilizados na diluicdo 1:100 sendo a solucao de lavagem, PBS, 0,1% tween 20 e
0,1% de BSA, o diluente.

Foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS, 0,1% tween 20 e 0,1% de
BSA , acondicionou-se o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (ThermoFischer Scientific
A11034) nos pogos dos anticorpos NCAM e Nestina . E nos pocos do EpCAM e do Thy-1
empregou o anticorpo secundario anti-caprino (ThermoFischer Scientific A11078). Foi
realizado um poc¢o controle para cada anticorpo secundario citado acima, estes foram
utilizados na diluicdo de 1:300, sendo a solucdo de lavagem o diluente, a incubacao deles foi
de 2 horas.

Apods este periodo, foi realizada 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS, 0,1% tween
20 e 0,1% de BSA acrescentou-se ProLong® (ThermoFischer Scientific Cat. P36962) na
placa (contém o marcador de nucleo Dapi) e foi mantido por 3 minutos. Foi realizado o
mesmo procedimento de lavagem citado acima com a mesma solucdo e adicionou-se PBS

para visualizacdo em microscopio invertido de fluorescéncia.

2.9 Citometria de Fluxo

Foram descongelados trés criotubos correspondente a trés fetos diferentes e as
células foram cultivadas em trés garrafas distintas até atingirem confluéncia proxima de
100%. Uma passagem celular foi realizada com 0,2% de Ethylenediaminetetraacetic acid
tetrasodium salt dihydrate (EDTA), para a soltura das células, (Sigma-Aldrich Cat. E6511) em
PBS livre de célcio e magnésio. Nas células em suspensdo foi executado o protocolo de dupla
marcacdo celular com EpCAM e NCAM para passagem no citbmetro de fluxo BD

FACSCanto 1™ com Software FACSDiva Version 6.1.3.
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Para primeira marcacédo centrifugou 0 EDTA com o PBS a 170 x g por 7 minutos e
ressuspendeu-se as células em 0,1% de Tween 20 em PBS livre de célcio e magnésio fez-se
uma nova centrifugacdo nos moldes da anterior. O sobrenadante foi descartado e as células
foram incubadas em 1% de BSA em PBS livre de célcio e magnésio, por uma hora. Apds
nova centrifugacdo, a 170 x g por 7 minutos, e descarte do sobrenadante, fez-se a incubacéo
do primeiro anticorpo primario, NCAM (Santa Cruz 10735), na diluicdo 1:50, sendo o
diluente 0,1% de Tween 20 em PBS livre de calcio e magnesio, por uma hora a temperatura
ambiente.

Decorrido o tempo adicionou-se solucdo de lavagem, PBS livre de célcio e Magnésio
acrescido de 0,1% de Tween 20 e 0,1% de BSA. Centrifugou-se, descartou o sobrenadante e
incubou o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 ant-coelho na diluicdo de 1:300, sendo o
anticorpo diluido na solucdo de lavagem, por uma hora. Adicionou-se solucdo de lavagem,
centrifugou, e em seguida, incubou o segundo anticorpo primario, EpCAM (Santa Cruz
23788), na diluicdo 1:50, por uma hora. Novamente adicionou-se solucdo de lavagem e
centrifugou entdo, incubou-se o anticorpo secundario Alexa Fluor 680 anti-caprino, por uma
hora. Fez-se a ultima adi¢cdo de solucdo de lavagem e centrifugou, fixou as células com
formaldeido 4% por 10 minutos, fez-se uma centrifugacao para retirar o mesmo e colocou as
células em PBS livre de calcio e magnésio para a leitura no citdbmetro de fluxo.

Os dados da dupla marcacdo EpCam e NCAM obtidos pela citometria de fluxo foram
demonstrados por estatistica descritiva basica obtendo os valores médios e desvio padréo das

variaveis.
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3. Resultados

Os 7 fetos obtidos das trés gestacdes tinham em média 63, 66 e 109 mm de comprimento.

De acordo com a mensuracdo 0s comprimentos de 63 e 66 mm correspondem a idade

gestacional entre 42 e 45 dias e o de 109 de aproximadamente 51 dias (Fig. 1).

Fig. 1 - Fetos oriundos das trés gestacdes caninas durante a mensuracdo com paquimetro para
calculo da idade gestacional pelo método Crow Rump em A- 42 dias de gestacao; B- 45 dias

de gestacéo e C- 51 dias de gestacdo (fonte arquivo pessoal)

Foi possivel realizar o cultivo celular de células hepéticas fetais, contudo ap6s o
isolamento, o cultivo apresentou-se com muito sangue ndo sendo possivel a visualizagdo do
tapete celular. Apos a troca de meio com 24 horas de isolamento, as células podiam ser
visualizadas.

Com 24 horas de cultivo, as células se apresentaram com formato mais arredondado
e foram se alongando com o decorrer do cultivo. Foram observados 2 tipos de populagédo de

célula, células alongadas e células arredondadas (Fig.2).

Aproximadamente 80% de confluéncia celular foi observada aos 6 dias de cultivo. O

cultivo foi mantido até a 72 passagem posteriormente ndo foi observada confluéncia.
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Fig. 2 — Fotomicrografia em microscopio invertido Nikon TMS do cultivo celular. A- cultivo

com 24 horas; B - cultivo com 72 horas e C - cultivo com 120 horas (Aumento de 200x).

Curva de crescimento:

As células apresentaram um crescimento exponencial com fase log nas primeiras 96
horas de cultivo. Entre 96 e 120 horas houve uma queda de crescimento e de 120 para 144
horas houve um crescimento maior que entre 96 e 120 horas, porém menor que nas primeiras
96 horas (Fig.3).
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Fig. 3- Curva de crescimento celular realizada com a média das triplicatas do cultivo celular
de um feto.
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Tempo de dobramento populacional

O tempo de dobramento do cultivo celular utilizando o periodo de 96 horas, por se

tratar da fase log, maior crescimento foi de 31,7 horas.

Criopreservagéo

Foi praticavel a criopreservagdo, as células do cultivo de figado de fetos caninos
cresciam normalmente apds a descongelacdo. As células que foram realizadas a
imunocitoquimica e a citometria de fluxo haviam sido criopreservadas anteriormente aos

procedimentos.

Imunocitoquimica

Na imunocitoquimica as células cultivadas foram marcadas positivamente para 0s
anticorpos EpCAM, NCAM, Thy-1 e Nestina. Foi feito um poco de célula para cada um dos

anticorpos secundarios utilizados como controle (Fig. 4 e 5).



Fig. 4- Fotomicrografia de cultivo de células do figado de fetos caninos obtidas em
microscopio invertido de fluorescéncia Olympus IX70. Controle de anticorpos secundarios.

A- células marcadas pelo Dapi; B- anticorpo anti-caprino; C- Células marcadas pelo Dapi e
D- Anticorpo anti-coelho, (Aumento de 200x).

34
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Fig.5 — Fotomicrografia de cultivo celular do figado de fetos caninos apds imunocitoquimica
obtidas em microscopio invertido de fluorescéncia Olympus IX70 A- Marcacdo EpCAM, B-
Dapi e C- Sobreposicdo Dapi e EpCAM (Merge); D - Marcagdo NCAM, E - Dapi, F-
Sobreposicdo Dapi e NCAM (Merge); G- Marcagéo Thy-1, H- Dapi, I- Sobreposi¢cdo Thy-1
e Dapi (Merge); J- Marcagdo Nestina, K - Dapi e L Sobreposi¢do Nestina e Dapi (Merge),

(aumento de 200x).
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Citometria de Fluxo

As anélises dos marcadores de superficie celular do cultivo de figado de feto canino,
por citdbmetro de fluxo, indicaram as seguintes médias e desvios padrdo, para dupla marcacdo
com EpCAM e NCAM, 3117,03+£368,612 células de interesse, destas 0,5%+0,173 tem dupla

marcacdo (Fig. 6)
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Fig. 6 - Representacdo grafica da quantificacdo das células com dupla marcagédo (EpCAM /

NCAM) do cultivo celular de células hepéticas de trés fetos caninos.
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4. Discussao

No presente experimento foi possivel a realizacdo do cultivo celular de células
hepaticas de fetos caninos com idades gestacionais entre 40/45 e 51 dias. E foi conseguido 7
passagens celulares com um meio de cultivo menos elaborado que o Kubota. Este quando
utilizado em suspensdes de células de rato otimiza a expansdo das células progenitoras
hepéticas em cultura , sendo o Kubota um meio livre de soro, composto por RPMI 1160 com
baixo cobre e célcio suplementado com zinco, selénio, insulina, transferrina e fatores de
crescimento, (Kubota e Reid, 2000).

Foi conseguido um tempo de dobramento populacional de 31,7 horas o que
corroborou com Shemelzer et al.(2007) que conseguiram um tempo de dobramento
populacional de 36 - 48 horas.

A criopreservacéo celular foi eficiente, pois, as células cresciam normalmente pos-
descongelacdo e mantiveram as caracteristicas das células progenitoras hepéticas ja que
ocorreu a marcacao do EpCAM e NCAM tanto na imunocitoquimica quanto na citometria de
fluxo sendo que para ambos os testes foi-se utilizadas células criopreservadas.

Por marcador celular na imucitoquimica foi possivel a marcacdo positiva para
EpCAM, NCAM, Nestina e Thy-1. Por ndo se tratar de um cultivo puro, com apenas um tipo
celular, esperava-se marcacOes diferentes de EpCAM e NCAM que sdo marcadores
especificos para imunoselecdo de células progenitoras hepaticas fetais (Semeraro et al., 2013).

Verificou-se a marcacdo positiva para nestina devido a presenca de células dos
ductos biliares e endoteliais dos vasos sanguineos que compdem o figado (Vestentoft, 2011),

por conseguinte, como o cultivo foi realizado de uma fragdo do orgéo ocorre o crescimento de
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tipos célulares de todos os tecidos que o formam. E Wesceslau, (2010) mostrou em seu
trabalho marcacéo positiva para nestina em cultura celular de figado de feto de céo.

O marcador celular Thy-1/CD 90 apresentou resultado positivo na imunocitoquimica
sua marcacdo era esperada pelo cultivo celular ndo ter passado por imunoselecdo com
separacdo celular previamente, purificando a cultura. . Gridelli et al., (2012), mostraram por
citometria de fluxo que logo apds o isolamento das células hepaticas em humanos ha uma
expressiva marcacdo associada a células mesenquimais sendo que 1,5% a 2% sao
positivamente marcadas para Thy -1. Entretanto, 0s mesmos autores comprovaram que 1% *
1,3% sdo duplo positivas para CD90 e albumina. Células progenitoras hepaticas humanas séo
positivas para albumina (Shemelzer et al., 2007; Wauthier, et al., 2008).

Como na imunocitoquimica foi possivel identificar a presenca de células positivas
para EpCAM e NCAM fez-se a dupla marcacdo no citometro de fluxo. Esta foi necessaria,
pois, Tanaka et al. (2009) mostraram que a marcacdo de EpCAM em figado murino é
transitoria para os hepatoblastos durante a hepatogeneses, sendo o hepatdcito negativo.Assim,
pelo estudo se tratar de feto ocorre a marcacéo positiva para EpCAM nos hepatoblasto e o
mesmo ndao € o alvo de interesse e sim as celulas progenitoras hepéaticas que
imunoselecionadaspela dupla marcacdo com EpCAM e NCAM.

No figado fetal humano a marcacdo de células EpCAM logo apds o isolamento é
cerca de 12% (Schemelzer et al, 2007; Schemelzer et al., 2006; Wauthier et al., 2008) porém
estas sdo classificadas em duas populagcbes uma composta de 10.8% de hepatoblasto,
marcadas positivamente com a-fetoproteina, albumina, CK-19 e ICAM e a outra de 1.2 % de
células progenitoras hepaticas positivas para CK-19, CD133, NCAM e claudina (Wauthier, et
al., 2008). A marcacgdo de células positivas duplo marcadas EpCAM , NCAM na citometria

foi em média de 0,5% £ 0,173, menor que 1.2% referido por Wauthier et al. (2008). Isto pode
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ter ocorrido devido o cultivo celular analisado no citdbmetro ser de terceira passagem e nédo
imediatamente ao isolamento.

Assim, pelos resultados alcancados conclui-se que no cultivo celular de células
hepaticas de fetos caninos ha a presenca de células progenitoras hepaticas EpCAM/NCAM
positivas realizando o cultivo nos métodos descritos acima. Novos ensaios terdo que ser
realizados a fim de avaliar a viabilidade das células progenitoras hepaticas caninas como
possiveis fontes para implantes celulares colaborando para a cura de alteracbes comumente

observadas na rotina de medicina canina e humana.
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articles on reproduction in domestic animals, laboratory animals, and wildlife, with particular
attention to basic, applied and clinical research. Reproduction is considered in a broad
context, with its strong disciplinary, comparative core. The journal therefore covers obstetrics,
neonatology and udder health, and welcomes contributions in these areas. The scope of the
journal applies to veterinarians, breeders, and biologists while also being of interest to
practitioners of human medicine. Reproduction in Domestic Animals is the official organ of
the European Society for Domestic Animal Reproduction (ESDAR), the European Veterinary
Society for Small Animal Reproduction (EVSSAR), and the Spanish Society of Animal
Reproduction (AERA).

We encourage the submission of topical results for publication as original papers, reviews
(mini-reviews or critical feature articles), or short communications (including case reports and
technical notes). Note that Reproduction in Domestic Animals only publishes well-written
papers of high scientific quality and significance for the advancement of the field of
reproduction, despite they being scientifically sound or properly executed or written. Feature
articles or reviews should overview known information or tackle controversial issues in a
particular area of the above-mentioned fields that comprise the scope of the journal, with the
aim of founding future innovative research. Letters to the Editor, viewpoint articles and
comments on published papers are also welcomed. Comments should be confined to the
substance of the paper and the authors of the paper referred to will be offered the opportunity
to respond. The journal publishes ONLINE-only preliminary communications of results that
are of current and extreme interest. Authors interested in preparing a review, a feature article,
or a viewpoint article, are invited to discuss the matter with the Editor-in-Chief. Such
preliminary contact with the Editor-in-Chief is also advisable when Patent-related matters are
included in any manuscript. All papers are subjected to a thorough peer-review by at least two
ad-hoc peer referees. Short communications will be subject to accelerated, but very strict
refereeing. The publication language is English.

Short communications will be subject to accelerated, but very strict refereeing. Short
Communications are available online only under its respective volume and issue
atwww.wileyonlinelibrary.com/journal/rda. The quality of articles and the standards for
publication remain the same whether papers are published both print and online, or online-
only.

The publication language is English.

English Language Editing Service: Ensure your paper is clearly written in standard,
scientific English language appropriate to your discipline. Visit our site to learn about the
options. Please note that using the Wiley English Language Editing Service does not
guarantee that your paper will be accepted by this journal.
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2. Manuscript submission

The submission and review process of Reproduction in Domestic Animals is solely handled
online at http://mc.manuscriptcentral.com/rda. To submit an article to Reproduction in
Domestic Animals, please go to http://mc.manuscriptcentral.com/rda, create an account and
submit your article. Complete instructions on how to submit a paper are available online at
the Journal websitewileyonlinelibrary.com/journal/rda. Please note that it is compulsory to
include include all authors with their affiliation and valid email addresses.

Please see that the corresponding author's complete address and a valid email are also
present in the manuscript.

2.1. Licence to publish

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the
paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where via the
Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license agreement
on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the
copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be
previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below

CTA Terms and Conditions http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright-_301.html
For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the
following Creative Commons License Open Access Agreement (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services http://exchanges.wiley.com/authors/fags---
copyright-_301.html and

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.
If you select the OnlineOpen option and your research is funded by certain funders [e.g. The
Wellcome Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) or the Australian
Science Fund (FWF) ] you will be given the opportunity to publish your article under a CC-
BY license supporting you in complying with Wellcome Trust and Research Councils UK
requirements. For more information on this policy and the Journal’s compliant self-archiving
policy please visit:http://www.wiley.com/go/funderstatement.
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2.2. Authorship and Acknowledgements
Authorship: Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript has
been read and approved by all authors and that all authors agree to the submission of the
manuscript to the Journal.

Reproduction in Domestic Animals adheres to the definition of authorship set up by The
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE,
authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to conception and design
of, or acquisition of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the article or
revising it critically for important intellectual content and 3) final approval of the version to
be published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

Upon submission of the manuscript, it is required that all authors be accredited as appropriate.
During the online submission process, the corresponding author will be asked to submit a
short description of each individual's contribution to the research and its publication. Upon
submission of a manuscript all co-authors must also be registered with correct e-mail
addresses. If any of the e-mail addresses supplied are missing or incorrect, the
manuscript shall not be processed pending contact with the corresponding author.
Acknowledgements: Authors must acknowledge individuals who do not qualify as authors
but who contributed to the research presented. Authors must acknowledge any assistance that
they have received (e.g. provision of writing assistance, literature searching, data analysis,
administrative support, supply of materials), describing if and how this assistance was funded
and included with other funding information. The acknowledgements should be brief and not
include thanks to anonymous referees and editors. Where scientists are acknowledged, a
covering letter demonstrating their consent must be provided.

Conflict of interest: A subheading "Conflict of interest statement” must be placed at the end
of the manuscript text (following acknowledgements), where all authors must disclose any
financial and personal relationships with other people or organisations that could
inappropriately bias or influence their work. Examples of potential conflicts of interest
include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, or
direct or indirect funding.

Funding sources: All sources of funding should be declared as an acknowledgement at the
end of the text. Authors should declare the role of study sponsors, if any, in the study design,
in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the manuscript; and in
the decision to submit the manuscript for publication. If the study sponsors had no such
involvement, the authors should state this clearly.

Use of non-commercially available instrumentation, substances , antibodies or assays:
When these had been kindly provided by any research group or company, an appropriate letter
from them MUST be provided alongside the manuscript at submission (upload it as a well
identified supplementary file).
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3. Manuscript Requirements
3.1. Format

The manuscript must be typed (Times, font 12) with double spacing throughout and with a
margin of at least 3 cm on the left-hand side. Lines must be numbered in a consecutive
manner starting on the first page, in the left-hand margin. All pages of the manuscript must
also be numbered consecutively, including those containing references, tables, and captions to
illustrations, all of which are to be placed after the text. Illustrations, both line drawings and
photographs, are to be numbered as figures in a common sequence. The text should be
prepared using standard software (Microsoft Word),.doc; do not use automated or manual
hyphenation.

On page one of the manuscript the oficial name of the institution, the place where the work
was carried out, the title of the article, and the names of authors must be stated as follows:
Town, Country (no mailing address); Title of Article; Name A, Name B, and Name C. The
title should be concise and appropriately informative and should contain all keywords
necessary to facilitate retrieval by modern search techniques. Additional keywords not already
contained in the title or contents (abstract, summary) may be listed beneath the contents. An
abridged title suitable for use as a running head at the top of the printed page and not
exceeding 50 letters and spaces should also be supplied. Each original paper, review or short
communication shall contain a short contents (abstract, summary), preferably less than 250
words. The contents should not just recapitulate the results but should state concisely the
scope of the work and give the principal findings, avoiding acronyms and references. The
contents shall be complete enough for direct use by abstracting services.

Original articles should be structured in the following order: Title, Contents, Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgment and References. Placement of
figures and tables should be indicated in the text. The experimental design should be
described in sufficient detail (methods, analyses. statistics, breeds, origin, and management of
animals etc.) to allow for repetition of the experiments.

If the paper is one of a numbered series, a reference to the previous part should be given as a
footnote on the first page. If a part not yet published needs to be consulted for a proper
understanding of the paper, an electronic copy of that manuscript should be supplied to assist
the referees. The corresponding author postal and a functional e-mail address must appear at
the end of the paper. Sets of identical data should not be given in tables and figures. Figures
and tables should be accompanied by a legend.

The manuscript comprises a printout of the text, figures, tables, and a list of all figures and
tables with their captions and titles on a separate piece of paper. We ask that you convey the
essential information within the first 60 characters of the captions to accommodate the online
edition. Each figure, table, and bibliographic entry must have a reference in the text. For all
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figures please include reproduceable artwork (marked with the author's name, short title, and
figure number). Please do not import the figures into the text file.

3.2. Length

Original papers and review articles, including figures, tables and references, should not
exceed 5,000 words. Short Communications (case reports and technical notes), should not
exceed 1,800 words, including figures, tables and references. The number of figures and
tables should be kept to a minimum. Extended data sets can be published online as
supplementary material and should be identified as such.

3.3. Units, abbreviations and nomenclature

All specifications must be stated according to the S.I. System. Concentrations of chemical
solutions are to be given in mol/l. All other concentrations should be given in % (volume or
weight). All products implemented are to be mentioned with the manufacturer's name and
delivery address which should appear in a footnote on the same page.

Any abbreviations of chemical, biological, medical, or other terms should only be employed
when it is certain that they are internationally known. The full name must be stated in brackets
when the abbreviation is first used.

All biological, medical, chemical, or other terms should be used according to the most recent
recommendations of respective international nomenclature. Enzymes should be given
according to the Enzyme Nomenclature (Elsevier Publishing Co., 1965). In the case of
commercially obtained substances or reagents, the name and address of the manufacturer or
supplier should be given as a footnote, when they are first mentioned in the text. Products
(preparations etc.) with a registered trademark should be marked with ®. When non-
commercially available substances or reagents are used, the following text must be provided:
“Ikindly provided by (name of the person plus the research group address or company name
and location) and the corresponding date]”

Bacterial names should be in accordance with the latest edition of Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology (The Williams and Wilkins Co., Baltimore). Viruses are to be
given the classification and names recommended by the International Committee on the
Nomenclature of Viruses.

3.4. lllustrations and tables

Original Photographs or drawings must be sharp and of high contrast. Figures should be saved
in a neutral data format such as TIFF or EPS, and a printout should always be included.
Powerpoint and Word graphics are unsuitable for good quality reproduction. Please do not use
any pixel-oriented programmes. Scanned figures (only in TIFF format) should have a
resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the
reproduction size. Please note that figures will generally be reduced to fit within the column-
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width or the print area. This means that numbering and lettering must still be readable when
reduced (e.g. maps) and that the scale might not correspond with the original (microscopic
pictures), thereby invalidating references to scale in the text. If artwork is to be scanned, line
drawings should only be contour drawings without halftones (shades of grey). Please do not
use patterns; rough hatching is possible. Graphs with an x and y axis should not be enclosed
in frames; only 2-dimensional representations. Do not forget the labels and units. Captions for
the figures should give a precise description of the content and should not be repeated within
the figure.

Please submit the data for figures in black and white. However, colour photos can be
reproduced in black and white (with a possible loss of contrast). Colour graphics should be
created using the RGB mode. There is a charge for alterations to figures when carried out by
the publisher. Figures printed in colour are subject to an added charge. In the event that an
author is not able to cover the costs of reproducing colour figures our figures in colour in the
printed version of the journal,Reproduction in Domestic Animals offers authors the
opportunity to reproduce colour figures in colour for free in the online version of the article
(but they will still appear in black and white in the print version). If an author wishes to take
advantage of this free colour-on-the-web service, they should liaise with the Editorial Office
to ensure that the appropriate documentation is completed for the Publisher. Colour print
charges are explained on the Colour Work Agreement Form. Once completed, please return
the form to:

Customer Services (OPI)

John Wiley & Sons Ltd, European Distribution Centre

New Era Estate

Oldlands Way

Bognor Regis

West Sussex

PO22 9NQ

Scanned or faxed copies will not be accepted. Please direct queries to the Production Editor
atrda@wiley.com.
Tables should be created using the table function.

3.5. References

In the text, citations are listed chronologically by the author and date and are not numbered.
All citations in the text must be listed at the end of the paper, according to the guidelines of
the International Committee of Medical Journal Editors established in 1979. References
should be listed in alphabetical order of the first author's name and all the authors should be
listed.
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The following are examples of the styles required for citing a book chapter, a journal article,
and an entire book. For conference proceedings, be sure to include the name(s) of the editor(s)
of the proceedings, the publisher and the place of publication.
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year of publication, e.g. (Thein and Hartl 1986), (Ewald et al. 1988), (Mair et al. 1988;
Nieman and Elsaesser 1983).

All entries in the reference list must correspond to citations in the text. No editorial
responsibility can be taken for the accuracy of the references, and authors are requested to
check these with special care. Papers that have not been accepted for publication are not to be
included in the list of references and must be cited either as 'unpublished data’ or as ‘personal
communication’. The use of such citations is discouraged. It is the author's responsibility to
ensure that they have permission to cite material as a personal communication.

3.6. Laboratory animals

Papers reporting work with animals should include a reference to the code of practice adopted
for the experimentation. Editors will take account of ethical and animal welfare issues and
reserve the right not to publish.

4. Proof correction and offprints

When you receive proofs of your article, please check, correct, and return
them electronically to the Editor-in-Chief without delay (within 3 days of receipt), as e-
annotated proofs. As changes to proofs are costly, we ask that you only correct typesetting
errors.

Proofs will be sent via e-mail as an Acrobat PDF (portable document format) file. The e-mail
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