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RESUMO
SEPULVEDA, Rodrigo Viana, M.Sc. Universidade Federal de Vicpsho de 2014
Células-tronco mesenquimais perivasculares do corddo umbilical d@ées: obtencéo,
cultivo e caracterizacao Orientadora: Andréa Pacheco Batista Borges. Cooriemsidor
Adriano de Paula Sabino, Emily Correna Carlo Reigabricio Luciani Valente.
A popularidade das células-tronco mesenquimais (MSCs)desde a descoberta de
células aderentes, com formato fibroblastogdeapazes de se auto-renovar, formar
colbnias, além de originar diferentes tecidos comalagem, osso, gordura e masculos,
sendo entdo objeto de estudos principalmente na medicimeeratiea. Diante disso, ha
uma busca constante por fontes de MSCs, sendo a niedela a principal fonte dentro
da terapia celular, no entanto, rejeicdo, co-morbidagdescedas a coleta e niamero
limitado de doadores estimularam a busca por novas forgestgh® celular. O objetivo
desse trabalho é descrever a obtencao, o cultivoaeaaterizacdo de células obtidas a
partir da digestédo enzimatica do tecido perivascular do eantdilical (UC) de cées, na
esperanca de estabelecer uma nova fonte deste tipar qema as espécies canina e
humana, através do modelo animal. Para isso, UCs obdidpartir de cesarianas
terapéuticas foram submetidos ao protocolo de digestama@icza com colagenase e
hialuronidase. As células obtidas a partir desse procettinieram submetidas a trés
diferentes protocolos de cultivo a fim de estabelecer baneheio para esse tipo celular.
Estabelecido o melhor meio, através da curva de crestuneedo tempo de duplicagao
as células foram submetidas a ensaios de diferencip@éo comprovacdo de sua
multipoténcia. Foram obtidas culturas aderentes e corfologia fibroblastoide a partir
de todos os UCs utilizados, com um niimero inicial deatle 4,8x10por UC. A curva
de crescimento mostrou uma fase estacionaria (lagade ®oras, seguida por uma fase
de crescimento de 24 a 168 horas e, entdo, uma fase de décaiekelar. O tempo de
duplicacdo foi mantido em torno de 15 horas até a sextageassa partir do qual
houveram indicios de senescéncia celular. O ensaio deemtifacdo demonstrou a
capacidade das células em diferenciar-se em osteoblastudocitos e adipdcitos
guando submetidos aos meios de inducdo. Diante dos resultadedita-se que as
células obtidas a partir do tecido perivascular dos vseoguineos do cordao umbilical
de cées apos sua digestdo enzimatica sejam célulasstroam potencial de uso na

terapia celular, necessitando da comprovacédo de linhageenquemal.
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ABSTRACT

SEPULVEDA, Rodrigo Viana, M.Sc. Universidade Federal de Vigdsdy, 2013.
Perivascular mesenchymal stem cells of the umbilical cord afogs: harvesting,
cultivation and characterization. Adviser: Andréa Pacheco Batista Borge&3o-
advisers: Adriano de Paula Sabino, Emily Correna Carlo &eds Fabricio Luciani
Valente.
The popularity of mesenchymal stem cells (MSCs) conaas the discovery of adherent
cells with fibroblastic shape, abilitgf self-renewal, form colonies and give rise to
different tissues such as cartilage, bone, fat and mubeleefore is the object of studies
mainly in regenerative medicine. There is a constantkdar sources of MSCs, with
the bone marrow being the major source for cell therddowever, rejection, co-
morbidities associated with collection and limited nunddetonors stimulated the search
for new sources of this cell type. The aim of this papeoidescribe the harvesting,
culture and characterization of cells obtained fromyeratic digestion of dogs umbilical
cord perivascular tissue, hoping to establish a newcsatithis cell type to canine and
human species through the animal model. For this, umbilicdboUCs) obtained from
therapeutic caesarean section were submitted to the protamyhatic digestion with
collagenase and hyaluronidase. Cells obtained from thisquozeere subjected to three
different protocols of culture in order to establish thet beedium to that cell type.
Established the best media through the growth curve and dguintie, cells were tested
for differentiationas evidence of their multipotency. Adherent cells withrdiblastic
shape were obtained from all UCs used, with an initialraathber of 4.8 x10by UC.
The growth curves showed a lag from 0 to 24 hours, followea fidyase of growth of 24
to 168 hours, and then a mobile phase of decay. The doubling tisnkeptaround 15
hours until the sixth passage, from which there were sifrellular senescence. The
differentiation assay demonstrated the ability ofscédl differentiate into osteoblasts,
adipocytes and chondrocytes when subjected to the induogans. Given the results, it
is believed that the cells obtained from the perivasctisisue of the blood vessels of the
umbilical cord of dogs after enzymatic digestion are stelts, with potential uses in cell

therapy, requiring that their mesenchymal lineage is prove



INTRODUCAO GERAL

Desde a descoberta de células aderentes, com foribrataldstoide, capazes de
se auto-renovar, formar colonias e originar diferenggsdds mesenquimais como
cartilagem, osso, gordura e musculos (FRIEDENSTEIN, CHAILAKN &
LALYKINA, 1970; FRIEDENSTEIN et al., 1974; FRIEDENSTEIN, 1976;
FRIEDENSTEIN, CHAILAKHYAN & GERASIMOV, 1987), o termo célulasetnco
mesenquima (MSCs), cunhado por CAPLAN (1991), ganhou popularidade e, desde
entdo, vem sendo objeto de estudos nas mais diveraas @nacipalmente na medicina
regenerativa.

Caplan (1991) definiu que MSCs séo progenitores péssmatpazes de originar
todos os tecidos derivados do mesoderma. Contudo, atuakabetse que essas celulas
sé@o capazes de originar tecidos que ndo somente os mMawERIHORWITZ et al
2005; DOMINICI et al., 2006), porém, o termo foi consagrado eRecnenteforam
adicionadas a essa definicdo as seguintes caracesisteélulas progenitoras pos-natal
de todos os tecidos derivados do mesoderma, encontradasria waxlula 6ssea, figado,
sindvia, tecido adiposo, coragao e outros tecidos compsttom potencial multipotente
podendo ser obtidas a partir de qualquer tecido conjuntivBNBO, ROBEY &
SIMMONS, 2008).

Apesar da imprecisédo quanto a nomenclatura, ndo ha daudat ao potencial
de uso destas células. As MSCs sdo alvos de pesquisasasaslii@rentes areas
constituindo uma importante ferramenta na engenharidutd sendo usadas nos mais
diferentes tecidos (SERGERS & LEE, 2008; PASTIDES et al., 2¥E3SS, 2013).

Dessa forma, existe uma constante busca por fontes @s,M8ndo a medula
O0ssea a principal fonte de MSCs dentro da terapia cehdaentanto, rejeicdo, co-
morbidades associadas a coleta e numero limitado de doadtireslam a busca por
novas fontes deste tipo celular (ARMITAGE, 1994).

Nesse contexto,omn o isolamento de tipo celulares da geleia de Wharton do
cordao umbilical por McElreavey et al. (1991), a obtencdo dem@es mesenquimais
apos a digestdo enzimatica dos vasos sanguineos do cordaealmbili Romanoy
Svintsitskaya & Smirnou (2003) e a caracterizacdo de célbligas a partir do tecido
perivascular do corddo umbilical por Sarugaser et al. (2005)usumta nova fonte de
células-tronco, o tecido perivascular do corddo umbilicasaEhova fonte de MSCs

apresenta o beneficio de ndo estar relacionada a dodiandbes associadas a coleta, além
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de possuir uma fonte praticamente ilimitada, ocorrendo genmenBrasil, no ano de
2010, 2.862.000 partos com individuos nascidos vivos (BRASIL,)2012

Diante disso, o objetivo desse trabalho é descrewwtencdo, o cultivo e a
caracterizacdo de células obtidas a partir da digeszaméica do corddo umbilical de
cdese, com isso, estabelecer uma nova fonte de céldase mesenquimais para as
espécies caning através do modelo animal das mais diversas afec¢coess paraana.
Para isso, o trabalho foi dividido em dois capitulogleeo primeiro uma breve revisédo
de literatura sobre o tema e 0 segundo, um trabalho@rarerca da obtencéo, do cultivo
e da caracterizacdo das células obtidas a partir do teciivagmilar do corddo de

umbilical de caes.
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REVISAO DE LITERATURA

Células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo um subtipo lgéteeo de células
estromais (NAGAMURA-INOUE & HE, 2014) podendo ser isoladas @éduta 6ssea
(GNECCHI & MELO, 2009), sangue periférico (TONDREAU et al., 20@%);dao
umbilical( MCELREAVEY et al., 1991; ISHIGE et al., 2009), placerit®{T ANKER et
al., 2004), tecido adiposo (GRUBER et al., 2010) e polpa denB@&NAIYAN,
BHAT & BHAT, 2012).

Esse tipo celular possui caracteristicas vantajosaa tueam atrativas para o
uso na terapia celular (KIM & CHO, 2013).

As MSCs séo capazes de diferenciar-se nas linhagens nmea@dewnvencionais
como adipécitos, osteoblastos e condrécitos (PITTENGER, d999; TREMAIN et al.,
2001; JIANG et al., 2002), sendo que outros estudos mostraramsqueapacidade vai
além destas linhagens, incluindo também aquelas dos follotboleemal e endodermal,
como hepatocitos (PETERSEN et al., 1999; SCHWARTZ et 20102), neurdnios
(COGLE et al., 2004; TROPEL et al., 2006) e cardiomiécitos (PRIRALS et al., 2008;
ROSE, KEATING & BACKX, 2008).

Essa capacidade de diferenciacdo demonstra uma cat@etenieressante das
MSCs para a engenharia de tecidos e medicina regenerativ@ntanto, ndo ha
comprovacdo de que seja essa diferenciacdo in vivo a pazd 0 sucesso nos testes
clinicos realizados até hoje nos mais diferentes losdke injurias. Acredita-se que a
capacidade de secretar fatores soltveis imunomodulat@mos, @or exemplo, o fator
transformador de crescimento B (TGF-p) e, portanto, agir de forma paracrina no nicho a
gual estéa inserida, seja o real motivo do sucesso attamgan as MSCs (PEREIRA et
al., 1995; TOMA et al., 2002; SATAKE, LOU & LENKE, 2004; DAI et #Q05; BAE
et al., 2007).

Diversos autores demonstraram a capacidade de imunomodidgagd&Cs tanto
na resposta imune inata quanto na adaptativa através dasdopdesproliferacdo de
linfécitos T, modulacdo das funcdes dos linfocitos B alaglnatural killers, inibindo
producédo de citocinas, além de prevenir a diferenciacaaragab e ativacdo de células
dendriticas (DI NICOLA et al; 2002; ZHANG et al., 2004; AGGARWAL &
PITTENGER, 2005; AUGELLO et al., 2005; BEYTH et al., 2005; GLENNIE et al.
2005; GROH et al., 2005; JIANG et al., 2005; MACCARIO et al., 2005; COREION
et al., 2006; NAUTA et al., 2006; RAMASAMY et al., 2007; SPAGGIARI ef 2008;
ENGLISH et al., 2009).
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Outra importante qualidade das MSCs é sua capacidade arr¢atla essa
atividade imunomodulatéria independentemente da exist@ec@ammpatibilidade entre
doador e receptor devido a baixa expressao, ou auséndjadtotmplexo maior de
histocompatibilidade | (MHC-I) o que a torna imunoprivilegiadARSGASER et al.,
2005; STAGG et al., 2006). Ainda, as MSCs podem, indiretamende ucn ambiente
imunosupressivo regulando a geracéo de linfocitos T regulsti@@®PPIA et al., 2005;
GONZALEZ et al., 2009; MADEC et al., 2009; JOO et al., 2010; NEMET#&1.e2010;
PATEL et al., 2010), o que pode torlaé- (teis na imunoterapia (SINGER, KING &
D’ALESSIO, 2014).

As MSCs apresentam também capacidade migratoria para sitiosalta
guantidade de mediadores inflamatérios através de quimiotatieracao célula-célula
(FIEDLER et al., 2002; NAKAMIZO et al., 2005; FORTE et al., 2006; S©&l.e2006;
BALL, SHUTTLEWORTH & KIELTY, 2007). Essa capacidade as tornareis em
diversas condi¢des, como infartos do miocardio (JOHNST®ON&., 1998), derrames
(HAYNESWORTH et al., 1992; LENNON et al., 1996), traumas meduld@&Xet al,
1998), lesbes renais agudas (DENNIS et al., 1999) e regenerag@zah(DENNIS &
CAPLAN, 1996), além de servir como carreadores de agentes terapéoatiotra
algumas neoplasias, ja que o microambiente tumoralaestente produz citocinas
inflamatérias, funcionando como um sinalizador para 3€M(KIM & CHO, 2013).

Diversas fontes de MSCs sdo descritas na literaserajo a medula 0ssea a
principal fonte (DOMINICI et al., 2006). Recentemente, estuélataram a importancia
do nicho onde essas células estdo inseridas no seu camgradaeno potencial de uso
clinico (FUCHS, TUMBAR & GUASCH, 2004; KNOBLICH, 2008; DISCHER
MOONEY & ZANDSTRA, 2009; PEERANI & ZANDSTRA, 2010; YADLAPALLI &
YAMASHITA, 2012).

O nicho de uma MSC pode ser definido com um microambidtaemente
especializado que contém, além das MSCs, progenitores dendié&ydo, fatores
sdlveis, outros tipos celulares e uma matriz extraael@lodos esses componentes estédo
altamente integrados a fim de favorecer a ligacdo dpi@es aos fatores solluveis ali
presentes e favorecer o contato célula-célula, além detgaa integridade fisica desse
microambiente (DISCHER, MOONEY & ZANDSTRA, 2009).

Além disso, o nicho € um importante reservatorio tldagtronco na fase adulta
do organismo, sendo essas células mantidas em quiescéjeizando evitar danos ao

material genético, até que sejam requisitadas por algdivojoomo um trauma tecidual
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isquémico, podendo entdo as células-tronco se dividirenfodea simétrica ou
assimétrica (FUCHS, TUMBAR & GUASCH, 2004).

Assim, a divisdo simétrica das células-tronco cormedpa@ formacédo de duas
células-tronco filhas ou duas células filhas diferenciadasdivisdo assimétrica
corresponde a divisdo de uma célula-tronco filha e uétalac diferenciada filha,
dependendo do nicho ao qual estédo inseridas (FUCHS, TUMBAR &S&HA 2004;
KNOBLICH, 2008; PEERANI & ZANDSTRA, 201,0vrADLAPALLI & YAMASHITA
2012).

Inicialmente, foi proposto que todas MSCs eram derivadastia ¢g@ medula
Ossea e sua funcao seria repor tecidos mesenquimais lesatiodo o corpo (CAPLAN
1994). Contudo, devido a inabilidade de se comprovar a capaciig@dodria a longas
distancias dessas células, juntamente com detecgifsigna corrente sanguinea, essa
hipotese foi descartada (KARP & LENG TEO, 2009).

Com isso, um novo nicho foi proposto para as MSCs;idagerivascular (SHI
& GRONTHOS, 2003; CRISAN et al., 2008). Esse novo nicho explicao as MSCs
podem participar da reparacdo de diversos tecidos mesengaion&sgo do corpo,
todavia, ndo explica sua presenca em tecidos poucos vasmda; como a cartilagem
articular (ALSALAMESH et al., 2004; DOWTHWAITE et al., 2004; MRELLES,
CHAGASTELLES & NARDI, 2006 COVAS et al., 2008).

Recentemente, Feng et al. (2011) levantaram a possibilddxisténcia de
varios nichos, além do tecido perivascular e da medudapgsee atuariam em conjunto
para a reparacdo tecidusho comprovar a presenca de MSCs em um tecido
avascularizado ampliando ainda mais a possibilidade de fmvas e interacfes entre
MSCs de diferentes nichos.

Diante do expostoda premissa de que o nicho é o principal fator que ira
determinar o destino de uma MSC, de divergéncias quantcerdifacdo e das
propriedades funcionais entre células de diferentes®ith et al. (2007) e Zanini et al
(2011) descreveram que pode haver predilecdo das MSCs eemdide-se em células
do seu tecido de origem, indicando haver progenitores ja camfidms com
determinada linhagem.

Dessa forma, células de diferentes nichos apreserdaragens e desvantagens.
Células obtidas da medula 6ssea apresentam excelenteladpate diferenciacdo para
a linhagem éssea (BERNARDO et al., 2007; REBELATTO et al., 280&,ASHI et
al., 2008 DANISOVIC et al., 2009), contudo, possuem baixa taxa de auto-agaoy
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apresentando menores indices de proliferacdo quando caagparautras fontes, além
de senescéncia precoce (BARLOW et al., 2008; YANG et al., 2012).

Aquelas obtidas do tecido adiposo apresentam uma meltioidade
imunomodulatéria e melhor diferenciacdo em cardiomi§ciadém de melhores indices
de proliferacdo quando comparada as de medula 6ssea (BARLOW2808; YANG
et al., 2012).

Ja as células obtidas dos compartimentos do cordao whkaliresentam
dificuldades para diferenciacdo (CHANG et al., 2006; KERMI., 2006), porém, ndo
apresentam as caracteristicas indesejaveis relac®radd@ade do doador, como
observado naquelas obtidas a partir da medula éssea edipadiposo, apresentando
excelentes taxa de auto-renovacdo (MUELLER & GLOWACKI, 2BAKSH, YAO
& TUAN, 2007).

Além das vantagens supracitadas, o corddo umbilical aindaiéerad® descarte
médico e ndo apresenta problemas quanto a questbes @@amebidades associasla
a coleta (NAGAMURA-INOUE & HE, 2014).

O cordao umbilical pode ser dividido em quatro compartimentoopteacao de
MSCs (1) o corddao como um todo (FRIEDMAN et al., 2007; MAJORH.e@11;
BOSCH et al., 2012), (2) a geleia de Wharton juntamente martérias e veias
(NAGAMURA-INOUE & HE, 2014), (3) as lining cells dos vasos sangusraémcordao
(KITA et al., 2010; DEUSE et al., 2011) e (4) o tecido perivasculaR{E5ASER et
al., 2005; BAKSH, YAO & TUAN, 2007; ZEBARDAST, LICKORISH & DAVIES,
2010).

O método de explante, um dos dois métodos descrito®piaacdo de MSCs
partir do corddao umbilicatonsiste na colocacédo de um fragmento do corddo umbpilical
geralmente de 1 a 2 miram uma placa de cultivo celular contendo meio. Apédesio
do fragmento ao fundo da placa, o0 meio é trocado a dzsla sete dias, por duaguatro
semanas, até a obtencéo de células adermmtiesmato fibroblastoide (MAJORE et al.,
2011 MARMOTTI et al., 2012HE et al., 2014). Esse método apresenta baixa obtencao
de células, muitas vezes relacionadas a movimentacdoragmento utilizado
(NAGAMURA-INOUE & HE, 2014).

Jao outro método, a digestdo enzimatica, consiste ma@dd das células apos a
colocacao de todo o corddo ou parte deles em solucbesatinasngeralmente contendo
apenas colagenase ou sua associacdo a hialuronidase (KIKIACHRA et al., 2012;
HE et al., 2014). Esse método € mais rapido do que o demuigidormente e a obtencdo
de células é mais facil e homogénea (NAGAMURA-INOUE & HE, 2014
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As caracteristicas proliferativas, como ja citado réoeente, sdo superiores a
apresentadas por células obtidas da medula 6ssea (BASHH 2007; MAJORE et al.,
2011), sendo que ndo apresentam diferencas significativ@sosnobompartimentos do
cordao umbilical (ISHIGE et al., 2009; MENNAN et al., 2013).

O perfil imunolégico das MSCs obtidas do cordédo umbilicqis® recomendado
pela Internacional Society for Celullar Therapy (DOMINICI et al., 2006) aptasdo
marcadores de adesdo como CD29 e CD44 e marcadores mesengomaiCD90
CD73 e CD105 e auséncia de marcadores endoteliais, como CD&hatopoiéticos,
como CD34, CD45 e CD117 (NAGAMURA-INOUE & HE, 2014), ndo apresentando
diferenca quanto ao perfil imunol6gico entre os compartios do corddo (SEO et al.,
2009).

E importante ressaltar ainda que as MSCs do corddo umbiioahpresentam
antigenos de superficie como HLD-DR, CD80, CD86 e MHC-I, sugequda@s células
obtidas desse compartimento ndo incitam uma resposta dgudgeicdo tornando-as
adequadas para uso alogénico (RASMUSSON et al., 2005; FRIEDMAN, @0@a¥v;
PRASANNA et al., 2010).

Todas essas caracteristicas contribuem para o useeadaais crescente desse
tipo celular no tratamento de doencgas das mais div@rsas, como rejeicdo de enxertos
nao responsivos a esteroidggy et al., 2011), tratamento de doencas autoimunes como
lGpus eritematoso sistémico (LIANG et al., 2010; SUN et al., 2088)es na medula
espinhal (DASARI, VEERAVALLI & DINH, 2014), doenca de Parkin@VEISS et al.,
2006) e outras.

Em medicina veterinaria, a terapia celular tambémtlizada desde o trabalho
pioneiro de Herthel (2002) no tratamento de desmite do liggamsuspensorio em
equinos com MSCs da medula éssea daquela espécie

Recentemente, trabalhos demonstraram a busca p& footes de células tronco
buscando novas alternativas para o avanco do potencagéteico das MSCs na
medicina veterinaria, como o isolamento e a caractéiizde MSCs da veia do cordao
umbilical de cdes (ZUCCONMNt al., 2010), do tecido adiposo de cées (VIEIRA et al
2010), do sangue do corddo umbilical de bovinos (RAOUFI et al.,) 2082 medula
0ssea, tecido adiposo e corddo umbilical de equinos (BARBIERIal., 2014), além da

aplicacao pratica desse tipo celular (PENHA et al., 2014).
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CONSIDERACOES FINAIS

As MSCs sao uma importante ferramenta para engenhariaidieste medicina
regenerativa, sendo a medula 6ssea a principal fonte tipsscelular, no entanto,
desvantagens associadas a coleta impulsionaram a busoavasr fontes de MSCs,
dentre elas o corddo umbilical, sendo o tecido perivasculadasmcompartimentos
utilizados.

A obtencdo de MSCs pode ser possivel para espéciecauprindo a medicina
veterinaria com mais uma fonte de MSCs de facil obtercaoletaO cultivo dessas
células pode apresentar consonancia com o que é descatoutros tipos celulares, com
a possibilidade de demonstracdo, nesse trabalho, de seu abtdnarescimento e
diferenciacgéao.
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CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DO TECIDO PERIVASCULAR DO
CORDAO UMBILICAL DE CAES: OBTENCAO, CULTIVO E
CARACTERIZACAO

MESENCHYMAL STEM CELLS FROM PERIVASCULAR TISSUE OF
UMBILICAL CORD OF DOGS: HARVESTING, CULTURING AND
CARACTHERIZATION

RESUMO

Inimeras sdo as fontes de células-tronco mesenquivh@y), sendo a medula 6ssea a
principal delas. Porém, dor, falta de doadores e co-dexbs associadas a coleta
estimulam a busca por novas fontes de MSCs. O objetsse deabalho foi obter células
a partir da digestao enzimatica do cordao umbilical (UC)ds e caracteriza-las como
MSCs. Para isso, os UCs obtidos de cesarianas terg®eudalizadas no Hospital
Veterinaria da instituicdo foram submetidos ao protocoladigestdo enzimatica com
colagenase e hialuronidase. As células obtidas a partir gessedimento foram
submetidas a trés diferentes protocolos de cultivo a fimtdbedscer o melhor meio de
cultivo para esse tipo celular. Estabelecido o meath&io, as células foram submetidas a
ensaios de diferenciacao para comprovacao de sua multipotéoiam obtidas culturas
aderentes e com morfologia fibroblastoide a partir desad UCs utilizados, com um
namero inicial de células em 4,8xIfor UC. A curva de crescimento mostrou uma fase
lag de 0 a 24 horas, seguida por uma fase de crescimento dé2%aras e, entdo, uma
fase de decaimento celular. O tempo de duplicacéo foiigoagn torno de 15 horas até
a sexta passagem, a partir da qual houveram indicios de&eo celular. O ensaio de
diferenciacdo demonstrou a capacidade das células emndiBarse em osteoblastos,
condrécitos e adipdcitos quando submetidos aos meios de indi&ddoi realizado o
estudo dos antigenos de superficie para essa linhagem delafde dos resultados,
apesar da auséncia da caracterizacdo imunologica désscékredita-se que as células
obtidas a partir do tecido perivascular dos vasos sanguinemsdao umbilical de caes,
apos sua digestdo enzimatica, sejam células-troncessitndo de que sua linhagem
mesenquimal seja comprovada.

Palavras-chave: terapia celular, cultivo celular, medicegenerativa
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ABSTRACT

There are numerous of sources of mesenchymal stesn(BtICs), being bone marrow
the main one. However, pain, lack of donors and comorsditissociated with
harvesting, stimulate the search for new sources €& The aim of this work is to
obtain cells from the enzymatic digestion of the umailicord (UC) of dogs and
characterize them as MSCs. For this, the UC was aatdnom therapeutic caesarean
sections performed at the Veterinary Hospital of thetugn and submitted to protocol
of enzymatic digestion with collagenase and hyaluronid@sdls obtained from this
procedure were subjected to three different protocols of cuttuweder to establish the
best culture medium for this cell type. Established #& medium, the cells were tested
for evidence of differentiation for confirmation dfetir multipotency. From all the UC
used in this study an adherent with fibroblastoid shaflevas obtained, with an initial
number of 4.8 x10of cells. The growth curves showed a lag phase from 0 to @4,ho
followed by a phase of growth of 24 to 168 hours, and thesepbfcell decay. The
doubling time was kept around 15 hours until the sixth passage wioch there were
signs of cellular senescence. The differentiationyademonstrated the ability of cells to
differentiate into osteoblasts, adipocytes and chontiescwhen subjected to the
induction mediums. A study of the surface antigens fisraéll line was not performed.
From the results, despite the lack of immunologicalatterization of cells , it is believed
that cells derived from the perivascular tissue of bloessgls of the umbilical cord of
dogs after enzymatic digestion are stem cells, requihiat their mesenchymal lineage
to be proven.

Keywords: cellular therapy, cell culture, regenerativeitine

INTRODUCAO

Células-tronco mesenquimais (MSCs) sao alvo de pesqasaea de medicina
regenerativa e engenharia de tecidos desde sua descobdéeada de 70 do século
passado (FRIEDENSTEIN, CHAILAKHJAN & LALYKINA, 1970). Desde entao,
inimeras fontes de MSCs foram descobertas como a miestgla (GNECCHI & MELO
2009), sangue periférico (TONDREAU et al., 2005), corddo umbildeEL REAVEY
et al., 1991; ISHIGE et al., 2009), placents’T ANKER et al., 2004), tecido adiposo
(GRUBER et al., 2010) e polpa dentaria (PONNAIYAN, BHAT & BHAD12). Porém,
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a medula 6ssea ainda continua como a principal fonte des [d&@ o uso em pesquisas
e aplicacao clinica (DOMINICI et al., 2006).

Sabe-se hoje que o nicho no qual a MSC esta inseridaernicfa seu
comportamento biolégico, havendo predilecdo para difergiiam células presentes
no seu nicho, o que pode influenciar na sua aplicabilidade cli¥ldaet al.; 2007;
ZANINI et al. 2011).

Dessa forma, MSCs de diferentes origens apresentamctesésticas distintas
comoa excelente capacidade de diferenciacdo em células da Imh@ggea por MSCs
obtidas da medula 6ssea (BERNARDO et al., 2007; REBELATTOI.et2808;
HAYASHI et al., 2008 DANISOVIC et al., 2009)amelhor atividade imunomodulatéria
das obtidas a partir do tecido adiposo (BARLOW et al., 2008; YAN#D.,€2012), bem
como alta taxa de auto-renovacdo e auséncia de c@tcasrindesejaveis relacionadas
a idade do doador, como senescéncia precoce, comovatsaraquelas a partir dos
compartimentos do cordédo umbilical (MUELLER & GLOWACKI, 2001; BAKSrAO
& TUAN, 2007).

Além das vantagens supracitadas, o corddo umbilical ndo aprgseblemas
guanto a questdes éticas ou associados a coleta, commodmoebidades (ARMITAGE,
1994) ja que é considerado descarte médico, além de possuioota praticamente
ilimitada, ocorrendo somente no Brasil, no ano de 2010, aproxineatian2,9 milhdes
de partos com individuos nascidos vivos (BRASIL, 2012

O cordao umbilical pode ser dividido em quatro compartimento®pteacao de
MSCs (1) o corddo como um todo (FRIEDMAN et al., 2007; MAJORE et al., 2011
BOSCH et al., 2012), (2) a geleia de Wharton juntamente martarias e veias
(NAGAMURA-INOUE & HE, 2014), (3) as lining cells dos vasos sanguirmosordao
(KITA et al., 2010; DEUSE et al., 2011) e (4) o tecido perivasculaR{E5ASER et
al., 2005; BAKSH, YAO & TUAN, 2007; ZEBARDAST, LICKORISH & DAVIES,
2010.

Apds o isolamento de tipo celulares da geleia de Whdd@ordao umbilical por
McElreavey et al. (1991), a obtencdo de precursores maseais apos a digestao
enzimatica dos vasos sanguineos do corddo umbilical por Renfawviatsitskaya &
Smirnou (2003) e a caracterizacdo de células obtidasiadmatecido perivascular em
MSCs por Sarugaser et al. (2005), propbe-se a obtencéivo @ilcaracterizacdo das
células obtidas a partir da digestdo enzimatica do teeideascular do corddo umbilical
de cées, tendo como hipotese, que essas células apresardeteristicas semelhantes

as descritas para a espécie humana, sendo classificadadASCs. Consequentemente
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obtenha-se uma nova fonte de MSCs que atenda tantoicimadilmana, através dos
modelos animais em pesquisa, quanto a medicina veterinaréawsoannova opgao para

terapia celular.

MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento dos procedimentos de coleta e procegsadmncorddes
umbilicais de cédo foram baseados nos protocolos desenvolpatashumanos por
Sarugaser et al. (2005), sendo adaptados as caracteristittaviaas daguakspécieA
metodologia desse trabalho foi aprovada pela Comissadagenit Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigosa sob protocolo n° 56/12.

Obtencao dos corddes umbilicais

Dez UCs foram coletados de cesarianas terapgutézdizadas no Hospital
Veterinario do Departamento de Veterinaria da Universidade Fetiekédtosa (UFV),
sendo critérios de inclusdo para coleta a viabilidade fetaheséncia de processos
infecciosos relacionados ao parto tais como, leucocitesgrofilia, desvio a esquerda,
confirmados por hemograma.

Os UCs foram acondicionados, individualmente, em tubosfaeado conico de
50 mL contendo 80% dmeio de cultura celular a-MEM e 20% de antimicrobianos
(penicilina, gentamicina e anfotericina B) correspondendm &alume total de 40 mL
de meio.

Um corddo umbilical (UC) foi processado para andlise Bigitd da anatomia a
fim de avaliar a ramificacdo dos vasos sanguineos disp@anibilidade nos segmentos
no UC. Para isso, ele foi fixado em formol tamponado a, I%idratado em solucbes
crescentes de alcool, diafanizado em xilol, incluidgarafina, seccionado em cortes de
5 um de espessura. As laminas foram entdo desparafinigalidsatadas e coradas com
hematoxilina-eosina. Apds nova desidratacdo, as lamira® fmontadas com laminula.

Os nove corddes restantes foram medidos, com rédumetrada estérile
dissecados em capela de fluxo laminar no Laboratério dEaFBioldégica do
Departamento de Fisica da UFV para isolamento dos vasosresogjyjuntamente com
o tecido perivascular, com auxilio de pinca anatomies@ura de Metzenbaum, ambas
estéreis. Posteriormentes \v&sos sanguineos foram ligados, unindo suas extremjdades

com fio cirdrgico de néilon 3-0.
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Obtencao das MSCs perivasculares do cordao umbilical

Para obtencéo das MSCs perivasculayredJCs foram submetidos ao protocolo
de digestdo enzimatica. Com esse intuito, os UCs fdraensos em solucdo de
colagenase (100 U/mL) e hialuronidase (0,01 U/mL), sendo incubad¥SCa sob
agitacao discreta.

O tempo ideal de completa digestédo dos vasos sanguseeoatingir seu limen
foi determinado com contagens seriadas a cada 15 minutosegggprocedimento, 0s
vasos foram descartados e a solugcédo centrifugada a 1500 peRPMez minutos,
descartand@eo sobrenadante.

O precipitado foi resuspendido en®3nL de tampéo fosfato-salino estéril (PBS)
aquecido a 37°C. Uma aliquota de 0,5 mL foi obtida e ontestta amostra (4,5 mL) foi
centrifugado novamente. Em seguida, foi adicionado 4,5denlcloreto de amonio a
aliquota de 0,5 mL com a finalidade de destruir qualquer hermpéesante na amostra,
entdo, essa solucao foi misturada e incubada a 4 °C panatbm

Apobs esse procedimento, a amostra foi centrifugada poo oninutos, parte do
sobrenadante foi removido, deixando-se um volume finalmé&,lo precipitado fore-
suspendido e uma amostra de 50 uL foi retirada para contlgerelulas utilizando azul

de tripan 0,4% em camara de Neubauer, na diluicdo de 1:1.

Cultivo celular

Do restante da amostra (4,5 mL) que havia sido centrifugadamente foi
descartado o sobrenadante e, entdo, foi acrescidooodeeiultivo celular aquecido ao
pellet para plaqueamento em garrafas de cultura celularae’26a densidade de 3.000
células/cm, sendo o meio trocado a cada dois dias. A cada trocaideangarrafa foi
lavada com PBS aquecido e adicionado meio de cultiviyémmaquecido.

Uma vez atingida uma confluéncia de aproximadamente 8/a foi feita a
tripsinizacdo das células, a fim de solta-las da gadafaultivo. Para tal, o meio foi
aspirado e a cultura celular foi lavada trés vezesRB8i1aquecido, entéo foi adicionado
o volume de tripsina-EDTA 0,25%, também aquecida, correlgpbe ao tipo de garrafa
ou pogo que estava sendo utilizado para o cultivo (2 mL par@famde 25 che pocos
de 8,96 crhe 4 mL para garrafas de 759m

Apds cinco minutos, havendo a soltura de todas as célufasdim da garrafa, a
reacao foi interrompida com uso de meio de cultipara, entdo, ser realizado
procedimento de contagem celular. Caso ndo houvessei stds células, aguardava-

se mais 1 a 2 minutos e, entéo, era feita nova avaliagatertneia das células.
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Em seguida, uma nova contagem foi realizada e alssglassavam por um novo
plaqueamento, agora na densidade de 1.333 célufasicigarrafas de cultura celular de
75 cnt, sendo esse procedimento considerado como uma passagei. t@nmbeém foi
trocado a cada dois dias.

O tempo necessario para se realizar a primeira passagg&m,como as demais

passagens, foi anotado.

Curva de crescimento e tempo de duplicacdo

Para definicdo do melhor meio de cultivo, o pellet fatonapos a centrifugacao
da solucdo enzimética e contagem na camara de Neufmydagueado (na densidade
de 3.000 células/cthem trés meio de cultivo diferentes:c@MEM simples , constituido
de80% de a-MEM + 10% de soro fetal bovino + 10% de solug&o antibipita-MEM
enriquecido composto p@#,2% de o-MEM + 15% de soro fetal bovino qualificado para
células-tronco mesenquimais + 10% de solucéo antibioti€ed% de aminoéacidos
essenciais + 0,4% de L-glutamina; 3) meio SIMOM formado3@qt% de D-MEM alta
glicose + 37,1% de D-MEM sem glicose + 15% de soro fetahboqualificado para
células-tronco mesenquimais + 10% de solucéo antibioti€ed% de aminoacidos
essenciais + 0,4% de L-glutamina.

Para cada um desses meios foram feitos o tempo de duplieag&urva de
crescimento, sendo que aquele que apresentou 0 melhorndesnésses testes foi o
escolhido para o ensaio de diferenciacao.

A curva de crescimento foi obtida apos o cultivo de céerasegunda passagem
(P2) utilizando pocos de 8,96 gmem placas de seis poco® densidade de 4x10
célula/poco sendo o meio trocado a cada 2 dias e, alzgdai feita a tripsinizacao do
poco e a contagem do numero de células. Esse tesetdopor 10 dias em triplicata,
para cada dia, para os trés meios de cultivo.

Para obtencdo do tempo de duplicacdo, células em P& foudiivadas na
densidade inicial de 3x¥@¢élulas em garrafas de cultivo celular de 75, @@ndo o meio
trocado a cada 2 dias e a tripsinizacdo realizada a catlas4(independente da
confluéncia). A cada tripsinizacao foi realizada a agein das células e plaqueamento
em novas garrafas, mantendo a densidade inicial. Essefdedeato até a décima

passagem e em triplicata para cada meio.

Inducdo em linhagens mesenquimais
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ApGs os resultados dos testes acima, células de quadagpan (P4) foram
utilizadas para a avaliacdo da multipoténcia, sendo submetidasios de indugdo
osteogénica, condrogénica e adipogénica.

Para cultura osteoblastica, as células foram cultivaolaseio SIMOM em pocos
de 8,96 crhaté atingirem 65% de confluéncia. Atingida a confluérzipoco foi lavado
trés vezes com PBS aquecido, para remoc¢ao do meio &e celi meio indutor (também
aquecido) foi fornecido a cultura celular.

O meio osteogénico utilizado foi preparado na seguinte pyapo88% do melhor
meio basal testado, 5% de soro fetal bovino qualificadoggurtas-tronco mesenquimais
(SFB-MSC), 7% de solucdo de antibiéticos (ATB) e 1% de mekasona. O meio foi
trocado a cada dois dias, sendo que a partir da segunddenmeso passou-se a adicionar
10 pL/mL de acido ascorbico e, a partir do quarto dia, Y& B-glicerofosfato.

Apos 14 dias, o meio de indugé&o foi removido, as culforasn lavadas com PBS
aguecia, fixadas com paraformaldeido 4% por 30 minutos, lavadasdr&s com agua
deionizadacoradas com Vermelho de Alizarina por cinco mindasaliadas em lupa
estereoscopica. Apos esse procedimento, a coloracdienfiovida com alcool 70% e
coradas com von Kossa seguindo as recomendacdes de Bbeéwahl(2003) e, entdo,
avaliadas sob microscopia de luz invertida.

Para inducdo condrogénica, as células foram cultivadasediet, na densidade
de 4x10 células em tubos de fundo codnico de 15 mL. O meio indut@ofaposto por
45% de D-MEM sem glicose, 45% de D-MEM alta glicose e 50miLde fator
transformador do crescimento f (TGF-B). O meio foi trocado a cada dois dias, ndo sendo
realizada a lavagem com PBS aquecido

Apos 21 dias de cultivaos pellets foram fixados com paraformaldeidd¥apbr
20 minutos a temperatura ambiente, lasités vezes com PB&corados com Alcian
Blue por duas horas, entdo foram processados para avdlisitiidgica convencional.

Para cultura de adipdcitos, as células foram cultivadagpocos de 8,96 ém
contendo meio SIMOM até atingirem 70% de confluéncia, en&pocos foram lavados
trés vezes com PBS aquecido a 37°C. Em seguida, foi fdonec meio indutor
adipogénico (também aquecidopnstituido de 88% do melhor meio basal testado, 5%
de SFB-MSC e 7% de solucdo de ATB, e, suplementado copaLdyi. de biotina,
1,7x10° uL/mL de &cido pantotéico, 0,1 pL/mL de rosiglitazonap,AnL de insulina
bovina, 1 uL/mL de isobutil-metilxantina e 1 pL/mL de dex&a®sena. A cada dois dias

era feita a troca do meio.
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Apos 21 dias de cultivo, as culturas foram fixadas corfganaldeido a 4% por
uma hora, lavadas com agua deionizada, coradas com Oil Reddihgm minutos e,
posteriormente, analisadas sob microscopia de luz invertida

A cada troca de meio, nas culturas osteoblasticas aigécitos, era feita a

lavagem da cultura com PBS aquecido a 37°C apenas uma vez.

Andlise dos dados

Os dados obtidos para proliferacao celular, duplicacémead de digestao foram
avaliados por ANOVA para um ou dois fatores, conforme o ¢@sando ndo foram
cumpridas as premissas da ANOVA, os dados foram submetitiestamdo paramétrico
de Kruskal-Wallis. O teste de Tukey foi utilizado como pos-hoc fmatas analises.
Todos os testes foram realizados no SigmaPlot 11.0jdesasdo 5% de nivel de
significancia. Os resultados dos testes de diferenciagg@amf analisados

gualitativamente

RESULTADOS

O UC de caes apresentou, macroscopicamente, dois granaess Seasyuineos
com ramificacdes, sendo originados da placenta e insem@ombigo do feto (Figura 1
A).

A analise histolégica do UC revelou um tecido bem vaszatdo com numerosas
artérias e veias, sendo duas artérias de maior caidiseevidentes nas laminas obtidas
(Figura 1 B e C). Os vasos sdo separados por matriz @xleagpouco corada, amorfa,
gue constitui o tecido conjuntivo mucoso, denominado geleiahdet@dh. Todo o tecido
€ revestido por um epitélio simple® epitélio amnidtico.

O tempo médio para digestdo dos vasos utilizados (e1@) que ocorresse a
ruptura dos mesmos foi de 328,7 minutos (x41,8) e a quantidade descklulas obtidas
nesse procedimento foi 4,8¥18or UC digerido(+1,4), sendo o tamanho médio dos UCs
de 5,3 centimetros (+1,3). Portanto, obteve-se em mé@ex19f células a cada
centimetro daJC. Todos os UCs utilizados geraram culturas homogéneaséhulas

aderentes e em formato fibroblastoide (Figura 2 A), 24shapés o plaqueamento.
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Figura 1: Aspectos macro e microscoépico do corddo urabdie cdo. A- Fotografia do corddo umbilical

de céo obtido ap0Os cesariana terapéutica com feto viveerRie de dois grandes vasos principais (seta
branca) e placenta (*). BFotomicrografia do cordao umbilical de céo evidenciamda artéria principal

(a) circundada por um complexo arteriovenoso menor (b) (H&E}-@omicrografia do corddo umbilical

de céo evidenciando uma veia principal (v) (H&E).

O tempo médio necessério para atingir a confluéncia de 8¥@e realizar a
primeira passagem foi de 6 dias (+1,3), ndo havendo difeestgtistica entre os trés
meios utilizados (p=0,449). O tempo necessario para as dpassiagens foi de 7 dias
(da segnda até a décima passagem) para os meios o-MEM simples ¢ a-MEM
enriquecido, 4 dias para o meio SIMOM, até quarta passagpantiado qual foram
necessarios 5 dias para atingir a confluéncia de 80 at@@8p que se manteve até a
sexta passagem, subindo para 7 dias na sétima passagerm@ig¢rdo-se assim até a
décima passagem.

A partir deP7, em todos os meios, as células apresentaram mudansauem
formato convencional, tornando-se poligonais, apresentamto contelddo
citoplasmatico, algumas com presenca de vacuolos e quedaneoo de células obtidas

(Figura 2 B), sendo que até a décima passagem houve uma quetiar namero de

células e a partir desse momento foi feito o descartmesaas.

SN i ' ' @
Figura 2: Fotomicrografias das células obtidas do tecidegseular do corddo umbilical de cao.-A
Linhagem celular aderente, em formato fibroblastoide, emrt@mupassagem com confluéncia de
aproximadamente 60% cultivadas em meio SIMOM. ®élula aderente, em formato poligonal, com alto
conteudo citoplasmatico, em nona passagem, cultivada esrSihdOM.
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Nos trés meios testados a fase estacionéria (lag) @iad24 horasNo meio o-
MEM simples, essa fase foi seguida por uma fase delroe#o que durou de 24 a 72
horas, seguida por mais 24 horas de uma fase estazipaéaj entdo, entrar em uma fase
de crescimento que durou 48 horas e, posteriormente, efiasende decadéncia (Figura
3A). Para aneio a-MEM enriquecido, a fase lag foi seguida por uma faseeeitnento
de 24 a 96 horas, uma fase estacionaria de 24 horas, sdguibém, por fase de
crescimento que, assim como o meio anterior, durou derd8 horas para, entéo, entrar
na fase de decadéncia (Figurd8B Para o meio SIMOMnao houve uma fase nova
estacionaria apoés a fase lag inicial, e sim, umadasgescimento que durou de 24 a 168
horas, seguida entéo por uma brusca fase de decadégaia (BT).

Houve diferenca entre os meios para a curva de cresoimesttestes ANOVA
para dois fatores (meio X tempo) e teste de Tukey, sef&dbIOM superior aos outros
dois meios para menor tempo em fase lag (p<0,001) e mampotem fase de
crescimento (p&001). Também houve diferenga estatistica entre os meios a-MEM
enriquecido e ao o-MEM simples nos mesmos critérios (p<0,001), sendo oemim
superior ao segundo.

Para todos os meios, a partir do sétimo dia, houveed{a estatistica quando
comparado aos outros dias anteriores (p<0,001). Ainda howrerdif quando as duas
variaveis foram analisadas em conjunto, ou seja, béag#o entre as variaveis meio e
tempo na proliferacéo celular, sendo o meio SIMOM supengroutros meios a partir
do quinto dia (p<0,001).

Os resultados para o teste de duplicacéo estdo expodigsrae3. Para o meio
a-MEM simples até a terceira passagem o tempo paiing@ a duplicacdo do namero
celular foi de 130 horas, aproximadamente, caindo para 88 harquarta passagem, 45
horas na quinta e sexta passagem e depois com temmmsteesaté a décima passagem
(91, 105, 140 e 194 horas, respectivamente, para a sétima, aitava e décima
passagens). Para o meio a-MEM enriquecido o tempo de duplicacdo manteve-se em
aproximadamente 20 horas até a sexta passagem, a partir dapisantou valores
crescentes. O meio SIMOM apresentou resultados semealteogaedemais, no entanto,
com tempos reduzidos para se atingir a duplicacdo, mansenglatre 15 horas até a sexta
passagem e, posteriormente, valores crescentes aténa @ssagem (39, 41, 51 e 56
horas, respectivamente, para a sétima, oitava, nddaima passagens). O teste ANOVA
indicou diferenga entre os grupos (p<0,001), contudo, o tedteke#y ndo indicou entre

guais observacgoes havia a diferenca.
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Figura 3: Curvas de crescimento e do tempo de duplicac&éludascobtidas do tecido perivascular de
cdes. A- Curva de crescimento, com niimero médio de célulag)(®ldesvio-padrio, obtida apds cultivo
no meio a-MEM simples. B- Curva de crescimento, com niimero médio de célulad)(@tesvio-padrao,
obtida apos cultivo no meio a-MEM enriquecido. G- Curva de crescimento, com niumero médio de células
(x10% e desvio-padréo, obtida ap6s cultivo no meio SIM@M; Tempo médio de duplicagdo e desvio-
padracem horas obtido ap6s cultivo no meio a-MEM simples. E- Tempo médio de duplicacéo e desvio-
padrédoem horas obtido apds cultivo no meio a-MEM enriguecido. F- Tempo médio de duplicaca
desvio-padrao em horas obtido apés cultivo no meio SIMOM.

Diante dos resultados expostos, o0 meio SIMOM foi escolbitno meio a ser
utilizado para os testes de diferenciacdo. Os resultadtestdode diferenciacao estao
expostos na figura 4.

As células utilizadas para a diferenciacdo osteobla&ticearam um tapete

celular espesso atingindo confluéncia de 100% do poco em .7 Adldipartir desse
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momento, ndo foi observado crescimento celular, mas modganca no formato das
células que passaram de um formato estrelado para umlamgado, formando feixes
em diversas direcdes, cujas as bodas desprendiam-seddodminpo¢co A partir desse
momento também foi possivel perceber regides com dolUdeumaterial celular em
formato oval que apresentava-se espesso a microscdpiineertida (Figura 4 A). Aos
14 dias, em todos os pocos cultivados (n=6) com meiog&tem, a matriz extracelular
foi corada com vermelho de Alizarina e, posteriormeostenddulos corados com von
Kossa (Figura 4, B e C, respectivamente). Também fsipel observar, a microscopia
de luz invertida, a presenca de nddulos em todas as cutieagénias(Figura 4 D).

Na cultura de condrdcitos os pellets (n=6) utilizados marraia-se integros até o
final do cultivo adquirindo um formato esférico a partir do sdgudia de cultivo,
mantendo-se assim até os 21 dias (Figura 4 E). Tododets pélizados foram corados
com Alcian Blue (Figura 4)F

Assim como as células utilizadas para a linhagem osteiolléas da cultura de
adipdcitos formaram um tapete celular com 100% de comflm@npartir do sétimo dia
com a mudanca do formato das células, porém, o conteudasitajiico dessa cultura
mostrou-se discretamente maior quando comparado a asioffeigura 4 G). Aos 14
dias foi possivel observar, a microscopia de luz inwertem todas culturas (n=6)
presenca de células com vacuolos citoplasmaticos abesdabirrefringentes, além de
perda do formato alongado, adquirindo uma morfologia poligégilifa 4 H). Todas as

culturas coream-se com Oil Red O (Figura 4 |
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Figura 4: Resultados dos ensaios de diferenciacéo ostemgéandrogénica e adipogénica para células
obtidas do tecido perivascular do corddo umbilical de cdes.Morfologia das células submetidas a
inducdo osteoblastica apds 7 dias de cultivo apresentamflaécia de 100% e formato alongado.
Presenca de estrutura em formato oval (ponta de setprBn Cultura celular apés 14 dias de inducéo
osteogénica corada por vermelho de Alizarina demonstradiugito de célcio pelas célul&y. C -
Cultura celular apos 14 dias de indugdo osteogénica coradarpkiossa evidenciando um nédulo corado
(seta branca) e producéo de calcio pelas célulasMDItiplos nddulos microscépicos formados apés 14
dias de indugéo osteogénica- Bspecto macroscoépico do pellet submetido a indugéo condoag@onta

de seta preta) corado por Alcian Blue.—FAspecto microscopico do pellet submetido a inducéo
condrogénica, apds processamento histolégico, corado piamARlue evidenciando a producédo de
proteoglicanos pelas células. -GMorfologia das células submetidas a 7 dias indugdo adipogénica
apresentando um formato alongado.—HMorfologia das células submetidas a 21 dias de indugéo
adipogénica apresentando formato poligonal, birrefringénciagramde quantidade de vacuUolos
citoplasmaticos (seta amarela).Cultura celular apés 21 dias de indugdo adipogénica coradad padOi

O evidenciando vacuolos de gordura.

DISCUSSAO

Devido a necessidade de conhecer e confirmar os aspect@dogioos do
cordao umbilical de cées, foram feitas as analises neaprizroscopicas, sendo que 0s
achados esto de acordo com o relatado como normal para essa esppoisentando
duas artérias principais de maior calibre, uma veia paheium complexo arteriovenoso
menor. Todas essas estruturas possuem origem na placgingem-se ao umbigo do
feto (MIGLINO et al., 2006; PRETZER, 2008).

Miglino et al. (2006) em um estudo morfolégico sobre aagést de carnivoros

domésticos relatam que esses vasos sao importantes para a nutricao eaniarie que
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nesses vasos existem progenitores vasculares que, camgaiagta gestacao, estimulam
o desenvolvimento de novos vasos sanguineos a fim de supdemraada nutricional
do embrido. Os autores também comemague esses progenitores sdo um tipo de
célula-tronco, portanto, os vasos sanguineos que compderda umbilical de caes e
gatos podem ser uma fonte de células-tronco.

O tempo necessério para a digestdo enzimatica do femitkascular do cordéo
umbilical de caes mostrou ser relativamente rapidodpuaomparado ao procedimento
descrito por Sarugaser et al. (2005) para os vasos da dgp@eira, onde o tempo médio
foi de 18 a 24 horas. Diferente do protocolo usado por Sarwgaser(2005), que contou
apenas com colagenase, o coquetel enzimatico usado nésdheotiteve a adicdo de
hialuronidase, ato que pode ter contribuido para a queda po temcessario para a
digestéo do tecido perivascular sem que ocorresse a rdp&ik@sos sanguineos, ja que
essa enzima € capaz de digerir o acido hialurénico (SUGIMOTG@I.et2004;
TSILEMOU et al., 2004; DEEPA et al., 2007; JUNE & FYRIE, 2009).

O acido hialurénico é componente da matriz extracelulaeddos conectivos,
nervosos e epiteliais, assim como dos vasos sanguiopwsdemonstrado por West et
al. (1985), dessa forma sua adicao ao coquetel de digestdo éaantreta benéfica.

O tempo para obtencdo de uma cultura homogénea foi maie @@ que os
descritos para obtencdo de MSCs da medula 6ssea canigage @tempo médio para se
obter uma cultura de células aderentes e em formatibkstoide variou de 24 horas
(CHEN et al., 2014) a 2-3 dias (TAKEMITSU et al., 2012; ZHUIgt2013). Contudo,
o tempo de obtencéo foi maior do que aqueles que utilizaragradiente de separacao
como método de obtencdo das MSCs da medula, @segue o tempo médio foi de 30
minutos (CHEN et al., 2014; PENHA et al., 2014).

Quando comparados ao tempo de obtencdo de MSCs do tegidecade cées,
os resultados sdo diversos. Vieira et al. (2010), utilizanderidat adiposo da regido
lombossacra de cées, conseguiram uma cultura homog@ded 5 minutos de digestao
enzimatica com colagenase, enquanto Neupane et al. (2008)arlaue o tempo ideal
para a digestdo enzimatica da gordura subcutanea, inguinahestad era de
aproximadamente 7 horas.

De uma maneira geral, mesmo com diferentes métoddielecéoo tipo celular
descrito nesse trabalho, apresentou rapidez de obtengdimadeultura primaria com
caracteristicas iniciais de MSCs (DOMINICI et al., 200@racteristica importante
guando se pensa em sua utilizagéo na terapia ¢ghulacipalmente no planejamento

terapéutico para cada caso e na criagdo de um banco lds.célu
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Todavia, culturas primarias raramente sdo utilizadas encegiroentos
experimentais utilizando células-tronco, devido a heteradghe que essa cultura
apresenta, além do periodo de adaptacdo das células as coddicOiso e expansao
in vitro. Dessa forma, o tempo de duplicacdo e a obtenca®ldias em passagens
avancadas, como a quarta ou quinta, sejam resultadosteessantes, quando se pensa
na aplicacdo pratica das células numa rotina clinica.

A quantidade de células obtidas a partir da digestdo enzamdtictecido
perivascular dos vasos sanguineos foi menor do que a pbtidgarugaser et al. (2005)
utilizando os vasos sanguineos da espécie humana. Nesse estadtores obtiveram
entre 2 a 5 x10células por cord&o, contudo, o tamanho dos corddesadbis variou de
10 a 30 cm, enquanto que o da espécie canimanamtre 3 a 7 cm. Acredita-se que como
o0 tecido perivascular estd presente nos vasos sanguémeosma configuracao
tridimensional, o diametro dos vasos pode ter infl&énaiquantidade de células obtidas
por digestdo, no entanto, essa mensuracao nao foi realizada.

O tempo médio necessario para o crescimento cetélamaa confluéncia entre
80 e 90% mostrou-se dentro do descrito por outros autoizandib outras metodologias
de obtencéo e diferentes fontes de MSCs (KERN et al., ZQ06CONI et al., 2010;
IFTIMIA-MANDER et al., 2013; BARBERINE et al., 2014).

A mudanca na morfologia celular e queda no nimero de sé&btalas a partir
de P7 sugerem que, apds esse periodo, as células comegtnar &m senescéncia.
Bonab et al. (2006) descreveram as caracteristicas de dBEsnescéncia in vitro que,
dentre outras, destaca-se a perda acentuada no potencialiféeagéo e redwdip das
funcdes bioldgicas.

Véarios fatores podem contribuir para a senescéncia d@elas, como
contaminacdo cruzada e/ou microbiana, estresse oxidaxposicdo a luz ultravioleta,
baixa disponibilidade de nutrientes e o encurtamento dosdm@nsendo o ultimo uma
caracteristica do fenébmeno tipico de Hayflick (PARK, MOEON & CLARKE, 2004;
WANG et al., 2006; RUBIO et al., 2010). Esse estudo pioneiro rellesimento celular
indica que a cada divisédo, os telémeros do DNA, respoissgwe essa divisdo, ficam
ligeiramente mais curtos, o que eventualmente ird cuosauen comprimento critico, a
partir do qual, a senescéncia ira ocorrer (HAYFLICK & MOORHEA961). Rubio et
al. (2010) ainda comentaram que a senescéncia estimatda a morte celular onde,
apos o fenbmeno de queda do potencial de crescimento,uéess gghssam por uma
transformacg&@o que cursara com apoptose. Hayflick & MoorHi&g1 ) afirmaram que o

encurtamento dos teldbmeros ocorre apds cerca de 50edivigdulaes Bonab et al
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(2006) utilizando MSCs descreveram que o periodo de vida deds&ss,cquando
mantidas em constante expansao in vitro, é de 120 diagaettrendo afirmam com
clareza se a senescéncia inicia-se antes ou apds dese pe

Dessa maneira, diante da observacdo da perda do potencigdscimento das
células ap6#7, cerca de 40 dias de cultivo, pode-se pensar que as cdtiidas do
tecido perivascular dos vasos sanguineos do corddo umbéicsles apresentam uma
vida curta quando mantidas em expansao in vitro, porém, fiengele foi exposto por
Rubio et al. (2010), € possivel pensar que o fendmeno decéen& inicia-se a partir
desse momento, mas que a morte celular propriamente ditaoderrer em um periodo
posterior, como os 120 dias relatados por Bonab et al. x2006tudo, mesmo que nao
ocorra morte celular a partir de P7, a queda do potefec@boliferacéo e, principalmente,
a possibilidade de perda das func¢des bioldgicas das célutagindicam o seu uso para
cultivo e, possivelmente, para terapia celular, arpdetsa passagem.

Os resultados da curva de crescimento demonstraram|itzuheapara todos os
meios testados, sendo as trés principais fases, Hagciroento e decaimento/morte
celular, evidentes em todos os meios testados, contudmio SIMOM apresentou
melhores resultados quando comparado aos outros metasloiesO mesmo foi
observado no tempo de duplicagcdo, onde o meio SIMOM apoeserm tempo
visivelmente menor para que houvesse a duplicacao, apealradestatistica em apontar
essa diferenca.

Diante da formulacédo de cada meio, observa-se quecpptidiferenca entre o
meio SIMOM e os outros dois € a concentracdo desglioa solucao finaterca de 5
vezes maior. Heiden et al. (2001) relataram a influégaoka diferentes fatores de
crescimento tém sobre o comportamento celular e astes podem ser influenciados e
influenciar o metabolismo e requerimento de glicosepaote das células. Os autores
descreveram que diferentes concentracdes de glicoseniciium a quantidade de fatores
de crescimentos que serdo produzidos pelas células, que p@zsirdw influenciar o
crescimento e proliferacdo da prépria célula, assinoaquelas ao seu redor. Outro fator
importante é que quanto mais glicose disponivel, mais celée formados, mais fatores
de crescimento serdo produzidos e, consequentemente, enaiorraetabolismo celular
e, com isso, maior serd o crescimento celular essiade proliferacao.

Entretanto, os mesmos autores discutem que esse ci@dtiodenetabolismo
celular, promovido pelo meio rico em fatores de crestime glicose, torna as células

“viciadas” a essa condi¢do, sendo que pequenas alteragdes no ciclo (como a queda da
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oferta de glicose, por exemplo) podem desencadear mecardsmapoptose, culminando
com a morte celular.

Diante disso, apesar do meio SIMOM ser de fato vasdajaanto ao crescimento
e proliferacao celular, existe a chance de que as céily@sn extremamente adaptadas
a esse meio, e que qualquer alterapassa culminar com a morte das células de forma
precoce. No entanto, durante todo o periodo de trabalho n@bdeivada nenhuma
mudanca evidente no comportamento das célula®7atgom uma frequéncia de troca
de meio de 48 horas e um volume de 8 mL a cada.troca

Assim sendo, recomenda-se o usargtio SIMOM para o cultivo a fim de obter-
se grande quantidade de células, em um tempo curto, quando aa@gitacéo clinica
das mesmas. Porém, recomenda-se que o volume e a fiaqi€hmca de meio sejam
os descritos nesse trabalho.

O ensaio de diferenciacdo para a linhagem osteoblasticseafme resultados
semelhantes aqueles relatados por outros autores (SAREREAal., 2005; HSIEH et
al., 2010; MENNAN et al., 2013; CHEN et al., 2014) com a formacaoodeellos e
producéo de calcio, confirmado pela coloracéo vermelhoidaria e von Kossa, como
recomendacdo da International Society for Cellular Therapy (ISCT)adelapa
Dominici et al. (2006). No entanto, ndo foram observados neduicroscopicos na
cultura como relatado por Sarugaser et al. (2005) e Birmingttal. (2012). Esse fato
pode ter ocorrido como uma caracteristica do tipo celalem de caracteristicag d
proliferacédo e cultivo, estando relacionado tanto a espguanto ao menor tempo de
inducéo osteoblastica, quando comparada ao 21 dias descritoytetes,aalém do local
de obtencao das células.

Hsieh et al. (2010) demonstaen que as MSCs do corddo umbilical apresentam
um perfil genético semelhante a células-tronco emhmimsmaguanto ao fendtipo
osteoblasticoEntretanto, afirmaram que estas apresentam uma capadidadeida de
diferenciacéo in vitro em ostedcitos, quando comparadas as M8tlas da medula
0ssea, que facilmente diferenciam neste tipo celutar desmonstra que, talvez, as células
obtidas a partir de aspirados da medula 6ssea ja agrasantcerto comprometimento
com a linhagem Ossea. Esse fato pode ter influenciadcamanho dos ndodulos
encontrados neste trabalho na diferenciacdo ostechla§tontudo, essa caracteristica
pode ser uma vantagem, sendo que as MSCs perivasculamEsntgreuma gama maior
de possibilidades de diferenciacdo quando comparadas as MSEsldia wssea (por
ndo apresentar comprometimento com nenhuma linhagem espeejfidassa forma,

apresentariam um potencial de uso maior in vivo, seguindo andiendo nicho ao qual
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estdo inseridas, por exemplo, diferenciando-se maisriacie em condrécitos em uma
articulacéo degenerada. Porém, tais comparacdes néof&tas no presente estudo.

Os resultados obtidos para a diferenciacdo em adipd@&itoadrocitos também
foram semelhantes aqueles encontrados por outros autoERN(ket al., 2006;
SARUGASER et al., 2005 FONG et al., 2012; MENNAN et al., 2013) e também
seguiram as recomendagfes da ISCT (DOMINICI et al., 2006) adormacdo de
vacuolos corados por Oil Red O nos adipdcitos e a producéo otieoglicanos,
confirmado pela colorac@o de Alcian Blue, nos condrdécitos.

Fong et al. (2012) e Mennan et @013) afirmaram que, quando comparadas as
células obtidas a partir da medula éssea, as MSCsrdaocambilical apresentam uma
manutengdo maior da multipoténcia e maior facilidade deedifgacao para a linhagem
de condrocitos, respectivamente. Tal fato € claramante vantagem quando se pensa
no potencial de uso dessas células, no entanto, cosse m®studo ndo foi feita a
comparacao entre linhagens de diferentes fontes, nagiegi@dirmar, com certeza, que
a linhagem celular obtida do tecido perivascular de chessente essas qualidades,
apesar do sucesso em obter-se adipécitos e condrocitos.

Os resultados do ensaio de diferenciacédo evidenciammc@dtge uso desse tipo
celular. Apesar de acreditar que os efeitos benéficoM8&s quando implantadas in
vivo deva-se a fatores solluveis que agem, de forma paraennaélulas presentes no
local de interesse (ZAPPIA et al., 2005; GONZALEZ et al., 2008DEC et al., 2009;
JOO et al.,, 2010; NEMETH et al., 2010; PATEL et al., 2010), ainda exisie
comprovacao de que ndo haja a diferenciacédo dessassc@lwivo e nem de que, uma
vez controlado o processo inflamatério do tecido alvor (@emplo, na doenca
periodontal), a diferenciacdo ndo ocorra quando uma segosdade MSCs € aplicada.
Deste modo, o potencial de diferenciacdo descrito paral@ascébtidas do tecido
perivascular do corddo umbilical de cédes € uma importantdapmquando se cogita a
aplicacao clinica dessas células.

Como caracterizacdo das células em estudo em MSCbhieacao de trés
linhagens mesenquimais, somadas as caracteristicas de mderémorfologia das
células, ndo cumprem totalmente 0s requisitos minimoss@es para a classificacédo
desse tipo celular em MSC como recomendado pela IS@dositpor Dominici et al
(2006) e Kim & Seok-Goo, (2013) para a espécie humana. Essesaato@ntam que
frente ao grande interesse no estudo de MSCs com novadofogias de obtencao,
novas fontes e um namero constante de comparac@esy fugeridos os critérios

minimos para classificacdo em MSCs a fim de padronizarrastedsticas minimas
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necessarias para a definicdo como MSCs e, dessa fevitaa, comparacdes errbneas o
gue poderia comprometer o0 avanco tecnoldgico no campoltilme terapia celular.

A caracterizacdo dos antigenos de superficie € extienta importante para
qualificar um tipo celular em MSC para a espécie humanémAtla linhagem
mesenquimal e da linhagem hematopoiética, o estudo dgsragide superficie ainda
avalia a pureza da cultura, ou seja, do total de célulagatldss, quantas sdo MSCs. Dessa
forma, é recomendacéo da ISCT que, no minimo, 95% daaséhdontradas devam ser
positivas para CD73, CD90 e CD105 e, no maximo 2%, devam ser pogérea€D34,
CD45, CD11b, CD14, CD19, CD79a e HLA-DR. No entanto, como recomendiaca
prépria ISCT, a busca por marcadores de superficie deveatizada, obrigatoriamente,
apenas para as metodologias que envolvam o uso de céltitkes @bpartir da espécie
humana, sendo opcional, mas recomendado para outrasesspmkrsde de que bem
caracterizado o valor do teste para a espécie animal erAquest

Estudos com MSCs da medula éssea e tecido adipos@sl¢TEKEMITSU et
al., 2012) e dos vasos sanguineos do cordédo umbilical de ¢2€E€QNI et al., 2010)
foram capazes de analisar, parcialmente, os marcaderesiperficie desses tipos
celulares, porém, ndo cumpriram todos os requisitomdéados pela ISCT. Contudo,
associando-se as caracteristicas celulares aos®sadiferenciacdo e de marcadores
de superficie, os autores obtiveram sucesso ha compralatiitbagem mesenquimal e
multipoténcia das células em questao.

Portanto, diante do exposto, acredita-se que as céluldshtipartir do tecido
perivascular dos vasos sanguineos do corddo umbilical de apies sua digestao
enzimatica sejam células-tronco, sendo sua linhagem nméseal ainda a ser

comprovada apos estudo dos antigenos de superficie.

CONCLUSAO

Com os resultados desse trabalho foi possivel obtdasélderentes com formato
fibroblastoide, em uma cultura homogénea, apdés a digestdmatica do tecido
perivascular do corddo umbilical de cdes em 100% das tastafoi possivel obter
células que apresentaram caracteristicas de cresciraedtplicacdo extremamente
rapidas, demonstrando um grande potencial proliferativadaAconseguiu-se com esse
trabalho comprovar a multipoténcia das células obtiddiferenciando-as em

osteoblastos, condrécitos e adipdcitos, o que sugere gae eslulas sejam células-
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tronco, porém, sua linhagem mesenquimal ainda deve ser @zadprem trabalhos

futuros.

PERSPECTIVAS

Diante dos resultados apresentados nesse trabalhggtéamo perspectivas a
aplicacgdo in vivo das MSCs obtidas do tecido perivasculaodddo umbilical do céo,
utilizando-as em modelos animais para afeccdes de ier@sto na espécie humana
guanto animal, como, por exemplo, doenca periodontal, daeticular degenerativa e
lesdes Osseas criticas.

Espera-se ainda, em trabalhos futuros, realizar o edfodoantigenos de
superficie destas células, bem como a expressédo géniierdaciacdo e o estudo da

capacidade imunomodulatoria.
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