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AsAP 1000X - Acido ascorbico 2-fosfato

Caz+ - Célcio

CI" - Cloro

CO,.Dioxido de carbono

CP - Células progenitoras

CT - Células-Tronco

CTA - Células-Tronco Adultas

CTA-TA — Célula-Tronco Adulta do Tecido Adiposo

CTE - Células-Tronco Embrionaria

CTF - Células-Tronco Fetal

CTH - Células-Tronco Hematopoiéticas

CTM - Células-Tronco Mesenquimais

CTMm — Célula-Tronco Mesenquimal murina

cm2 - Centimetro quadrado

CFU-F - Colony Forming Unit-Fibroblasts. Unidades formadoras de colénia semelhantes a
fibroblastos

CO,_Didxido de carbono

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Meio de Eagle modificado por
Dulbecco’s).

DMSO - Dimetilsulfoxido

EGF — Fator de crescimento epidermal

PGF — Fator de crescimento derivado de plaquetas

TGF-R1- Fator de crescimento transformador 31

° C - Graus Celsius

KCI - Cloreto de potasio.

K+ - Potasio

HBSS — Hank’s balanced salt solution. Solucdo salina balanceada

HCO?* - Bicarbonato de sodio

IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente

ISCT - International Society for Cellular Therapy. Sociedade Internacional de Terapia

Celular
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Mg? + - Magnésio

pm - Micrometro

pL - Microlitro

mL -Mililitro

mm? - Milimetro quadrado

Na - Sodio

NIH — National Institutes of Health. Instituto Nacional de Saude
O, - Oxigénio

PBS - Phosphate Buffered Saline. Solugéo salina tamponada
pH - Potencial de hidrogénio

PO4*" - Fosfato

Rosiglitazona - Rosiglitazona

ISCN - Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana de 2005
SBF - Soro Bovino Fetal

SO,4* - Sulfato

TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen, Switzerland
TRYPLE EXPRESS 1X - Tripsina.
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RESUMO

As células-tronco adultas (CTA) sdo células multipotentes e ndo especializadas
encontradas na medula 0ssea, no sangue periférico, na cornea, na retina, no cérebro, no
musculo esquelético, na polpa dental, no figado, no péancreas, no epitélio da pele, no
sistema digestivo, no corddo umbilical e na placenta. Estas células podem se renovar e
reproduzir indefinidamente e, sob certos estimulos, se transformar em células
especializadas de diferentes tecidos ou érgdos. O presente trabalho tem como objetivo a
obtencdo de CTA a partir de tecido epitelial de roedores silvestres de espécies diferentes
(Oecomys concolor - um exemplar fémea, Proechimys roberti - dois exemplares machos,
Hylaeamys megacephalus - dois exemplares machos). A metodologia para isolamento e
cultivo in vitro de amostras do tecido epitelial foi estabelecida, a partir de protocolos ja
descritos, avaliando aspectos morfoldgicos, estabilidade genémica, contagem e analise da
viabilidade celular, potencial clonogénico e inducdo de diferenciagdo em ostedcitos,
condrdcitos e adipdcitos. Todas essas analises foram feitas pds-criopreservacdo das
culturas. As CTA foram caracterizadas como populacdo homogénea de células que
proliferam in vitro, como células aderentes a superficie do plastico, tendo morfologia
semelhante a fibroblastos e formato fusiforme, com alta taxa de crescimento e proliferacdo
celular por varias passagens sucessivas, onde a autorrenovacdo celular foi avaliada por
ensaios clonogénicos. Na analise para examinar a estabilidade genémica na P3, todas as
amostras apresentaram cariotipo com namero diploide normal e estavel. A metodologia
empregada nos ensaios para diferenciacdo das CTA em linhagens osteogénica,
condrogénica e adipogénica, apresentou resultados satisfatorios, onde as células mostraram
a marcacdo desejada atraves das coloragfes Alizarin Red S, Alcian Blue e Oil Red O,
respectivamente. Todas as amostras testadas apresentam capacidade de proliferacdo e
diversidade de diferenciacdo, sendo potencialmente fornecedores de CTA provenientes da

pele e podendo ser utilizados como organismos modelos de estudos em CT.

Palavras-chave: Células-tronco adulta (CTA), Rodentia, Stricognathi, Sciurognathi.
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ABSTRACT

The Adult Stem Cells (ASC) are non-specialized multipotent cells found in the
bone marrow, peripheral blood, cornea, retina, brain, muscles, dental pulp, liver, pancreas,
skin epithelium, digestive system, umbilical cord and placenta. These cells can indefinably
reproduce and renew themselves and, under some stimulation, to change into specialized
cells of different tissues or organs. The present work had the aim of obtaining ASC from
epithelial tissues from wild rodents of different species (Oecomys concolor — one female,
Proechimys roberti — two males, Hylaesamys megacephalus — two males). The
methodology for isolation and in vitro culture of epithelial tissue following the previously
described protocols, as well as the analysis after cryopreservation of morphology, genome
stability, counting and cells viability, clonogenic potential and differentiation on
osteocytes, chondrocytes and adipocytes. The ADC were characterized as a homogeneous
population of in vitro growing cells adherent to plastic surfaces, which has a morphology
similar to fibroblasts and with fusiform shape, with high growing rate and cell proliferation
form many successive passages, where the clonogenic assays evaluated the cell renewing.
On checking the genome stability on P3, the entire sample had stable karyotypes with the
correct diploid number. The methodology for ASC differentiation into osteocytes,
chondrocytes and adipocytes cell lines was satisfactory and the cells demonstrated the
staining with Alizarin Red S, Alcian Blue and Oil Red O, respectively. The entire sample
had capacity of proliferation and differentiation, being a potential source of skin ASC.

These species can be used as models for ASC studies.

Key-words: Adult Stem Cell, Rodentia, Stricognathi, Sciurognathi.



1- INTRODUCAO

Células-tronco (CT) (do inglés “stem cells”), também conhecidas como células-mée
ou células estaminais, sdo células que possuem a melhor capacidade de se dividir dando
origem a células semelhantes as progenitoras e de se transformar, num processo conhecido
por diferenciacdo celular, podendo originar uma variedade de tipos de tecidos do corpo,
como 0sso, tecido adiposo, muscular, neuronal, entre outros (WATT & HOGAN, 2000;
BERNA et al., 2001; ODORICO et al., 2001; GRITTI et al., 2002), Tais células podem ser
classificadas em Células-Tronco Embrionarias (CTE), Células-Tronco Fetais (CTF),
Células-Tronco Adultas (CTA), Células-Tronco Hematopoiéticas (CTH) e Células-Tronco
Mesenguimais (CTM) (SCHWINDT et al., 2005).

As CT podem ser obtidas da camada interna de blastocistos, do encéfalo de fetos,
do tecido neuronal maduro (substancia cinzenta periventricular ou giro denteado do
hipocampo) ou de tecidos maduros ndo-neuronais (como medula 6ssea, sangue periférico,
cornea, retina, cérebro, musculo esquelético, polpa dental, figado, pancreas, epitélio da
pele, sistema digestivo, corddo umbilical e placenta). Cada fonte de células apresenta
vantagens e desvantagens (LINDVALL & KOKAIA, 2006).

As limitacGes relativas ao transplante de 6rgdos direcionam os pesquisadores para
caminhos alternativos de tratamento. Uma das opc¢des € a engenharia tecidual, a qual tem
apresentado resultados promissores buscando reparar, substituir ou regenerar 6rgdos e
tecidos especificos (GRIFFITH et al.,, 2002). Esta alternativa terapéutica tem como
objetivo principal tratar a consequéncia das doencgas, cujos tecidos ndo apresentam
capacidade de regeneracédo propria (ARMANDOLA, 2003).

Pesquisadores passaram a investigar varias populacdes celulares, como células-
tronco embrionérias, células do corddo umbilical e células-tronco mesenguimais, sugerindo
que podem ser utilizadas principalmente em terapias celulares (YEH et al., 2003).

Em 1998, pesquisadores isolaram pela primeira vez células-tronco embrionarias de
humanos a partir de um blastocisto (THOMSON et al., 1998; . SHAMBLOTT et al., 1998).
O estabelecimento destas linhagens celulares representa uma ferramenta importante para o
estudo da "biologia de células-tronco” e enorme potencial para a producdo in vitro dos
mais variados tipos célulares para a realizacdo de terapia celular, teste de novas drogas e

estudo de sua toxidade.



Atualmente, vérios tipos de células-tronco tém sido estudadas devido a sua
capacidade de diferenciacdo em diversos tecidos, tais como figado, sistema nervoso
central, rins, pancreas, pulmades, pele, trato gastrointestinal, coracdo e musculo esquelético
(HERZOG et al., 2003). O isolamento, quantificacdo e expansao dessas células permitem
que a terapia celular seja utilizada na tentativa de tratamento em patologias que afetam o
homem e os animais (BARKER et al., 2003).

Todavia, existem inumeras questbes éticas referentes as CTE a respeito do seu
isolamento e cultivo. A retirada das células em embribes com poucos dias de
desenvolvimento é feita na maioria das vezes com o sacrificio do embrido, o que
estabelece um dilema ético (MCHUGH, 2004; SANDEL, 2005).

As questdes éticas assumem uma dimensdo distinta quando se advoga, em funcgéo
das suas potenciais vantagens, o uso de CTE que implica na destruicdo de embrides, por
comparacao com a utilizacdo de células-tronco ndo embrionarias, obtidas de seres humanos
adultos e sob o seu consentimento (MCHUGH, 2004; SANDEL, 2005).

O recente avanco na area da pesquisa de CTMs da medula dssea de adulto sugere
que tais células replicam-se, possibilitando transplante aut6logo e possuem a capacidade de
se diferenciar em células especializadas, como cardiomidcitos, células endoteliais,
condrdcitos, ostedcitos, tecido adiposo e células musculares esqueléticas (LEE et al.,
2004).

Desta forma, este trabalho apresenta uma revisdo bibliografica sobre células-tronco,
com destaque para o isolamento das CTA a partir de tecido epitelial realizando o cultivo in
vitro, estudando os mecanismos de expansdo, aspectos morfoldgicos, caracterizacdo e
diferenciacdo nas culturas de células de roedores silvestres para confirmar que as células

isoladas séo as células com que se deseja trabalhar.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - CULTIVO CELULAR

Uma das maiores dificuldades no manuseio de células animais € a manutencdo de
culturas livres de contaminacéo in vitro, necessitando de técnicas assépticas rigidas. Apos a
descoberta em 1940 de antibidticos tais como penicilina e estreptomicina, a incorporagao
dos mesmos ao meio de cultura de células animais contribuiu para minimizar a ocorréncia
de contaminacéo. Entretanto, um significativo avanco na habilidade para iniciar culturas de
células livres de tecido foi o uso da tripsina, também empregada posteriormente em
subculturas de ceélulas dependentes de ancoramento. Esta técnica foi completamente
desenvolvida até 1950, quando possibilitou o estabelecimento de populagdes de células
homogéneas. Isto encorajou um maior emprego da cultura de células em laboratério, apos
uma variedade de cultivos mostrarem caracteristicas de 6timo desenvolvimento in vitro. Os
avancos técnicos e o aparecimento de um grande numero de companhias comerciais que
investiram no desenvolvimento de meios, soros e uma gama de outros produtos necessarios
para as culturas de células, fizeram do cultivo celular uma tecnologia viavel (FRESHNEY,
1994).

Para o cultivo celular em meio liquido é possivel controlar precisamente 0 ambiente
e a composicao do meio de cultivo. Em um cultivo podem ser controlados todos os fatores
fisicos-quimicos (pH, temperatura, pressao osmética, niveis de O,, CO,) e fisioldgicos
(hormaonios, fatores de crescimento, densidade celular) (FRESHNEY, 1994).

A influéncia do ambiente na cultura é expressa por quatro fatores: 1) natureza do
substrato ou a fase em que cada célula cresce, isto € um substrato solido, monocamada de
crescimento em plastico; 2) meio semi-sélido com gel de coladgeno ou agar de acordo com
a constituicdo fisioldgica e fisico-quimica do meio; 3) cultura liquida em suspensdo de
acordo com a constituicdo da fase de gas; 4) temperatura de incubacdo (FRESHNEY,
1994).

A temperatura e o pH sdo algumas das condi¢Ges operacionais que devem ser
acompanhadas durante o cultivo de células. A temperatura e fator de grande importancia
para a célula, pois influencia no metabolismo, na sintese e na degradacdo de proteinas
secretadas no produto. Células de mamiferos sdo cultivadas a 37° C, aves entre 38° e 40° C

e anfibios, peixes, insetos e répteis entre 20° e 36° C. Dependendo da cultura celular, a



diminuicdo de temperatura ao longo do cultivo acarreta em perdas nas taxas de sintese
protéica. O pH do meio deve ser ajustado entre 7.2 e 7.4. Para pequena escala, até 1L de
meio de cultura, bons resultados para o controle do pH podem ser obtidos apenas agindo
sobre as mudancas de coloracéo do indicador vermelho de fenol presente nos meios. Ele é
vermelho quando o pH é 7.4; torna-se laranja com o pH 7.0; amarelo com 6.5; amarelo
limdo quando o pH estd abaixo de 6.5; rosa no pH de 7.6 e pdrpura com 7.8. Algumas
linhagens de fibroblastos proliferam em meio com pH entre 7.4 e 7.7, células diferenciadas
proliferam em pH entre 7.0 e 7.4, enquanto algumas células epidérmicas podem ser
mantidas em pH 5.5 (FRESHNEY, 1994).

O correto suprimento de gases essenciais como oxigénio (O;) e diéxido de carbono
(CO,) é importante para a obtencdo de um alto rendimento de produto, pois estes gases
possuem funcdes metabdlicas. O dioxido de carbono (CO,) contribui para o controle do pH
do meio e o oxigénio (O,) e considerado nutriente chave do meio de cultura. O didxido de
carbono (CO;) desempenha um papel mais complexo que o oxigénio (O;) dentro do meio
de cultivo, pelo fato de suas acGes estarem inter-relacionadas, como por exemplo, 0
aumento da concentracdo de dioxido de carbono (CO,) diminui o pH do meio de cultivo
das células (FRESHNEY, 1994).

Em geral, para garantir um bom crescimento em cultivo de células é necessario
acrescentar ao meio: glicose como fonte de carbono e energia, aminoécidos, soro bovino
fetal (SBF), sais e antibioticos. O uso de antibiéticos em meios para cultivo celular deve
ser considerado mais como uma medida adicional de seguranca, mas ndo como um método
de esterilizagdo de meio de cultura (FRESHNEY, 1994).

A presenca de aminoacidos essenciais, ou seja, aqueles que ndo sdo sintetizados
pelo organismo, sdo fundamentais para o desenvolvimento da cultura. A concentracdo dos
mesmos usualmente limita a obtencdo da concentracdo méaxima de células, podendo
influenciar na sua sobrevivéncia e na taxa de crescimento. Cistina, glutamina, isoleucina e
serina sdo 0s aminoacidos utilizados mais rapidamente pelas células e, portanto, sdo 0s
primeiros a serem consumidos (FRESHNEY, 1994).

Os sais contendo ions Na+, K+, Mg?+, Ca?+, CI7, SO,>, PO4* ¢ HCO* sdo o0s
principais componentes que contribuem para a osmolaridade (pressdo osmética) do meio.

Os ions Ca%+, Nat+, K+ e CI” regulam o potencial de membrana, enquanto que os ions



SO42, PO4*~ ¢ HCO* sdo precursores nutricionais de moléculas além de reguladores da
carga intracelular (FRESHNEY, 1994).

O meio de cultivo é produzido comercialmente na forma em po e liquida. Na forma
em po ele tem a vantagem de se manter estavel por mais de 24 meses se conservado bem
fechado e em freezer a -20°C. Deve conter uma grande reserva de nutrientes essenciais
para suportar o crescimento das células, principalmente no ciclo final da cultura, onde
usualmente mais de 10° células/mL estdo presentes. O meio DMEM (Meio Essencial
Minimo de Dulbecco) destina-se a cultura de mamiferos (células humanas e tecidos ou
células animais) e é o mais indicado quando se esté trabalhando com uma alta densidade de
células, possivelmente devido ao fato da concentracdo de certos aminoacidos essenciais e
vitaminas ser muito superior aos dos demais meios de cultura (FRESHNEY, 1994).

Para o cultivo de células adiciona-se soro bovino fetal, devido a grande quantidade
de fatores presentes no mesmo, que estimulam o crescimento celular. O soro é,
usualmente, um componente essencial para a cultura de células e sua auséncia pode
ocasionar uma baixa taxa de crescimento. Ele possui duas funcdes. A primeira consiste em
auxiliar a adesdo das células as superficies das garrafas de culturas. A segunda é promover
a proliferacdo de células devido a presenca de citocinas, horménios e fatores de
crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PGF) e fator de
crescimento epidermal (EGF) responsavel por estimular a divisdo celular (TAPP et al.,
2009).

A maioria das culturas in vitro de células de vertebrados cresce em monocamada ou
sobre substrato artificial. O crescimento espontaneo em suspensdo é restrito as células
hematopoiéticas, especialmente tumores de roedores e alguns tumores, inclusive de
humanos (FRESHNEY, 1994).

2.2 — AS CELULAS-TRONCO

Célula-tronco é um tipo especial de célula que tem a capacidade de indiferenciacao,
por ndo apresentar fungdo especifica nos tecidos e ser capaz de se proliferar, originando
outras células-tronco e mantendo-se em estado indiferenciado por longos periodos, tanto in
vitro, quanto in vivo. Esta propriedade mantém a populacéo de células-tronco ao longo do
tempo. Também apresenta capacidade de se diferenciar em células maduras, originando

unidades especializadas com atividade funcional normal como as demais do tecido



particular em que se encontram, sendo esta propriedade denominada de diferenciacdo
(NARDI & AFONSO, 2006; COLOME, 2007; GOMPERTS & STRIETER, 2007;
BYDLOWSKI et al., 2009; NIH, 2009).

As células-tronco sdo células em repouso que apresentam diferentes padrdes de
divisdo celular conhecidas como divisdo celular assimétrica e divisdo celular simétrica
também conhecida como processo de auto-renovacdo (MUSCHLER & MIDURA, 2002).
Na divisdao celular assimétrica, a celula-tronco € ativada por algum sinal ou evento que
induz a saida do seu estado de repouso e a sua reproducéo originando duas celulas filhas
diferentes. A primeira é idéntica a célula-mae e permanece em estado de repouso até
receber algum estimulo. A outra célula-filha é chamada célula progenitora, e pode se
diferenciar em uma célula tecidual madura ou se reproduzir simetricamente, produzindo
um grande numero de células progenitoras (Figura 1) (VAZ, 2006). Na divisao celular
simétrica (auto-renovacdo) uma celula-tronco prolifera simetricamente produzindo duas
células filhas idénticas a ela. As células progenitoras derivam de uma célula-tronco e séo
parcialmente indiferenciadas. Elas podem passar por um processo de diferenciacdo celular
e se transformar em células teciduais diferenciadas (células maduras) ou se reproduzir
simetricamente, produzindo um grande nimero de células progenitoras que serdo as
responsaveis pela formacdo dos mais variados tipos celulares que compde os tecidos do
organismo (Figura 2) (VAZ, 2006). Acredita-se que a proliferagdo celular esteja
relacionada a regulacdo da atividade da enzima telomerase, a qual é responsavel pela
manutencdo do comprimento dos teldmeros e pela estabilidade estrutural cromossémica de
celulas eucariontes. Teldmero é a porcdo terminal de cromossomos eucarioticos (sequéncia
TTAGGG) que os protege contra fusdo e mistura de material genético (BODNAR et al.,
1998; TAM et al., 2007).

O papel da telomerase na manutencdo da proliferacdo celular é o que difere a
célula-tronco de outros tipos celulares. Na maior parte das células somaticas essa enzima é
apenas ativa durante a embriogénese, sendo suprimida ap0s o nascimento. Em células-
tronco e celulas progenitoras a telomerase se mantém ativa estimulando a reposicéao e auto-
renovacéo celular (GREIDER & BLAKBURN, 1985; TAM et al., 2007). A diminuicdo de
sua atividade resulta no encurtamento do telémero, diminuicdo da taxa de proliferacdo
celular e posterior senescéncia da célula (NUGENT et al., 1998; TAM et al., 2007).
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Figura 1. Representacdo esquematica da divisdo celular assimétrica de célula-tronco. A
célula-tronco (azul) se reproduz, originando duas células filhas diferentes. A primeira é
idéntica a célula-mae e permanece em estado de repouso até receber algum estimulo. A
outra célula-filha (vermelha) é chamada célula progenitora, e pode se diferenciar em uma
célula tecidual madura (com o nicleo em amarelo) ou se reproduzir simetricamente,
produzindo um grande numero de células progenitoras (VAZ, 2006).
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Figura 2. Representacdo esquemaética da divisdo celular simétrica das células progenitoras
(auto-renovacdo). As células progenitoras derivam de uma célula-tronco e sdo
parcialmente indiferenciadas. A célula progenitora (vermelha) se reproduz, originando
duas células filhas idénticas a ela. Uma com o ndcleo amarelo passa por um processo de
diferenciacéo celular e se transformar em células teciduais diferenciadas (células maduras).
A outra em vermelho se reproduz simetricamente, produzindo um grande ndmero de
células progenitoras que serdo responsaveis pela formacdo dos mais variados tipos
celulares que compde os tecidos do organismo (VAZ, 2006).



Dessa forma, as células-tronco podem ser definidas segundo trés propriedades: 1)
auto-renovacao, ou seja, capacidade de originar outra célula-tronco com caracteristicas
idénticas; 11) habilidade de se diferenciar em células maduras com morfologia e funcéo
especificas e, Ill) capacidade de repor células mortas ou danificadas durante o
remodelamento tecidual, processo altamente regulado e organizado (SLACK, 2000;
ULLOA-MONTOYA et al., 2005; LAKSHMIPATHY & VERFAILLIE, 2005; MOORE et
al., 2006; DALERBA et al., 2007).

As células-tronco podem ainda ser classificadas segundo a sua potencialidade em:

I) Totipotentes: células capazes de gerar todos os tipos de celulares embrionarios e
extra-embrionarios, com o zigoto e o blastdmero (ZHANG et al., 2006).

I1) Pluripotentes: compreendem uma classe de células-tronco capaz de originar os
mais de 200 tipos de celulas conhecidas do corpo humano. Uma Unica célula-tronco
pluripotente pode dar origem a celulas que se formam a partir das trés camadas
germinativas (mesoderma, endoderma e ectoderma) de onde os tecidos do corpo sdo
originados. As Unicas fontes conhecidas de células-tronco pluripotentes sdo aquelas
isoladas e cultivadas de embrides humanos e do tecido fetal destinado a fazer parte das
gbnadas (crista gonadal) (ZHANG et al., 2006).

[11) Multipotentes: sdo células isoladas de varios 6rgdos adultos autorrenovaveis
com capacidade de diferenciagdo mais limitada, mas ainda capazes de originar
maultiplos tipos celulares de 6rgdos especificos, que originam células de um sub-grupo de
linhagens celulares do mesmo folheto embrionario, como as células-tronco mesenquimais
(CTM), células-tronco hematopioéticas (CTH) e células-tronco neurais (ZATZ, 2004,
MEIRELES et al., 2006; NARDI & MEIRELES, 2006).

2.3 - CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS

As células-tronco embrionarias sdo derivadas de um grupo de células presentes em
um dos estadgios mais precoces do desenvolvimento do embrido humano chamado
blastocisto, cinco dias apo6s a fertilizagdo (BISWAS & HUTCHINS, 2007; FOYGEL et al.,
2008). Ele € utilizado para a captacdo de CTE, que sdo derivadas da massa celular interna.
Deste modo, um embrido humano normal de 5 dias € formado por 200 a 250 celulas, das
quais a maioria pertence ao trofoectoderma (ZHANG et al., 2006). Por meio de uma

micro-cirurgia ou imuno-cirurgia, as células da massa interna sdo captadas (nimero médio



de 30 a 34 células) e podem ser expandidas em cultura na presenca de fatores que impegam
a sua diferenciacdo (Figura 3). O uso de fatores troficos é essencial, visto que, na sua
auséncia, as CTE podem se diferenciar espontaneamente em todos os tipos de tecidos,
inclusive em ceélulas germinativas. Elas sdo consideradas pluripotentes (GAGE, 2000) e
sdo capazes de gerar células maduras dos trés folhetos embrionérios. Entretanto, e até em
consequéncia de seu elevado potencial de diferenciacdo, possuem altissimo poder
replicativo, o que torna extremamente dificil o controle de seu crescimento tanto in vitro

quanto in vivo.

Blastocisto (corte transversal)

Células de ilhotas

pancredticas e
R b y ¢
& wﬁ:ﬁ — / Trofoblasto
ta® cehalar
Neurdnios o

Células-trongo
embriondrias
pluripotentes

Células sangiiineas

Figura 3. A partir de um blastocisto, células-tronco sdo extraidas e manipuladas in vitro,
para que possam originar diferentes tecidos, com o potencial para serem transplantados
(SCHWINDT et al., 2005).

O estabelecimento de culturas de linhagens celulares pluripotentes a partir de
blastocistos de camundongos foi primeiramente descrito no inicio da década de 80. Estas
linhagens demonstravam capacidade de diferenciagdo in vitro e in vivo (EVANS &
KAUFMAN, 1981). Tais células sdo extraidas em sua fase embrionaria, ou seja, antes de
iniciada a organogénese.

Thomsom et al., (1998); Shamblott et al., (1998) e Reubinoff et al., (2000)
descreveram, um método que permite isolar e cultivar CTE humanas. O estabelecimento
destas linhagens celulares estimulou a investigacdo em celulas-tronco de origem humana e

sugeriu a sua aplicacdo potencial como recurso terapéutico.



10

Em teoria, as CTE podem ser cultivadas e tratadas para se diferenciarem em
qualquer tecido ou célula do corpo. Em resposta a estimulos extracelulares apropriados, as
células-tronco possuem o potencial de auto-renovacdo através de divisdes simétricas e
diferenciacéo em linhagens celulares especificas por intermédio de divisGes assimétricas.

Para obtencdo de cultura das CTE, Evans & Kaufman (1981) consideraram que o
sucesso depende de trés fatores: o estagio exato das células existentes no embrido, a
retirada do namero suficiente de células e as condi¢cdes de cultivo que conduzam mais a
multiplicacdo do que a diferenciacao.

No entanto, ha importantes questdes éticas envolvidas na extracao de tais células de
humanos, como ja mencionado (MCHUGH, 2005; SANDEL, 2005).

2.4 - CELULAS-TRONCO FETAIS

As CTF sdo uma fonte alternativa de células tronco e podem ser isoladas do proprio
feto e de estruturas extra-fetais de suporte, como o corddo umbilical e o seu sangue, a
membrana amniotica, o liquido amnidtico e a placenta (BOSSOLACO, 2004). Assim como
as CTA, as CTF néo se diferenciam espontaneamente e ainda apresentam outras vantagens:
estdo presentes em abundancia por todo o organismo em desenvolvimento e possuem
maior potencial de auto-renovacdo. Existe um crescente interesse na utilizacdo de células
fetais em engenharia tecidual, para tratamento de diversos defeitos congénitos (FUCHS et
al., 2003). A maioria destas células prolifera mais rapidamente, em meio de cultura,
quando comparadas as células ap6s o nascimento com grande potencial de uso para terapia
celular (FINE, 1994; BARTLEY et al., 2005; LUAN et al., 2005; QU et al., 2005).

2.5 - CELULAS-TRONCO ADULTAS

Sdo células indiferenciadas encontradas em todos os 6rgdos e tecidos pds-natais
(MEIRELLES et al., 2008), que podem se renovar e reproduzir indefinidamente e, sob
certos estimulos, se transformar em células especializadas de diferentes tecidos ou érgdos.

Estas celulas sdo encontradas na medula 0ssea, sangue periférico, cérnea, retina do
olho, cérebro, musculo esquelético, polpa dental, figado, pancreas, epitélio da pele, sistema
digestivo, cordd@o umbilical e placenta (KERKIS et al., 2004; TARNOWSKI & SIERON,
2006; SANTOS et al., 2004; MEIRELES et al., 2006; NARDI & MEIRELES, 2006). Elas

possuem determinada duracdo de plasticidade e capacidade de auto-renovacdo e
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diferenciacdo mais limitada do que as CTE, sendo assim multipotente e usualmente de
linhagens especificas, possuindo menor potencial teratogénico quando comparado as CTE
(BAJADA et al., 2008; PRESTON et al., 2003; ULLOA-MONTOYA et al., 2005).

As CTA ndo sdo capazes de manter suas propriedades por longos periodos em
culturas e podem ser induzidas a diferenciagdo com a administracdo de fatores de
crescimento apropriados ou outros sinais externos (WURMSER et al., 2004; NIH, 2001;
NIH 2009). Uma das fontes mais utilizadas para a extracdo de CTA é a medula 0ssea,
amplamente estudada face ao uso clinico em transplantes em humanos.

Nesse tecido, encontramos dois tipos de células-tronco: as células-tronco
hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais (CTM) (SCHWINDT et al.,
2005; CARSTANJEN et al., 2006; NAKAGE & SANTANA, 2006).

As CTA da medula 6ssea além de poder fazer a reconstituicdo hematopoiética,
podem tornar-se precursores de células neurais (BRAZELTON et al., 2000; MEZEY et al.,
2000; EGLITIS & MEZEY, 1997; KREBSBACH & ROBEY, 2002), células hepaticas e
dos trés tipos de musculo: cardiaco, esquelético e liso (BONILLA et al., 2005; FERRARI
et al.,1998; MINGUELL et al., 2000; PETERSEN et al., 1999; SCHWARTZ et al., 2002).

As células-tronco adultas tém sido isoladas, com grande sucesso, de uma grande
variedade de tecidos (BLAU et al., 2001; MEIRELLES et al., 2006; ZUK et al., 2002;
NIXON et al., 2008; BUNNELL et al.,2008; MARCHENKO & FLANAGAN, 2007,
GOLDRING et al., 2002; BLANPAIN et al., 2007; GRITTI et al., 1996; MEIER et al.,
2009) e foi comprovado o seu potencial de diferenciacdo. Por exemplo, estas células
podem dar origem a linhagens de células Osseas, cartilaginosas, adiposas, musculares,
hepéticas, endoteliais, epiteliais e neurogénicas (BROOKE et al., 2007.; PERONI et al.,
2008.; MARCHENCO & FLANAGAM, 2007; GOLDRING et al., 2002.; BLANPAIN et
al., 2007; LAGASSE et al., 2000; GRITTI et al., 1996).

Ha evidentes demonstracdes de que algumas populacdes de células-tronco isoladas
de tecidos adultos apresentam certa plasticidade, de acordo com o0s sinais do ambiente
extracelular, propriedade conhecida como transdiferenciacdo (WAGERS et al., 2004) e
podem diferenciar-se em tipos celulares ndo relacionados ao seu tecido de origem quando
transplantadas em receptores (SCHWINDT et al., 2005; VERFAILLIE et al., 2002; WATT
& HOGAN, 2000; MARTIN & WATT, 2003; RAFF, 2003; BOCELLI-TYNDALL et al.,
2007; LI et al., 2009; GOMPERTS & STRIETER, 2007; LERI et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da plasticidade das CTA da medula 6ssea e do
cerebro. Tecidos originados a partir da Medula 6ssea e Cérebro. (CYTOTHERA, 2012).

Estudos com CTA da medula 6ssea de camundongos demonstram a caracterizagdo
destas celulas apds inducao in vitro em ostedcitos, condrocitos e adipdcitos (Figuras 5 e 6).
(MEIRELLES & NARDI, 2003; VALORANI et al., 2010).
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Figura 5. Diferenciacdo de CTMm em cultura de longa duracdo. (A) Diferenciacdo
osteogénica, passagem 8, presenca de matriz extracelular rica em calcio, coloracdo Alizarin
Red S. (B) Diferenciacdo adipogénica, passagem 33, presenca de vacuolos lipidicos
coloracdo QOil Red O. (C) Cultura submetida a inducgéo osteo, corada com Alizarin Red S e
Sudam Black B, evidenciando diferenciacdo adipogénica junto com diferenciagdo
osteogénica. (D) Diferenciacdo adipogénica espontanea, passagem 33 mantendo
confluéncia por 4 semanas, coloracdo Oil Red O. (Modificado de Meirelles & Nardi,

2003).

Figura 6. Diferenciacdo de AT-CTM. Diferenciacdo em linhagens celulares adipogénica,
condrogénica e osteogénica. (A) Diferenciacdo adipogénica, presenca de goticulas lipidicas
intracelulares, coloracdo Oil Red O. (B) Diferenciacdo condrogénica, presenca de
proteoglicanos sulfatados, coloracdo Alcian Blue. (C) Diferenciacdo osteogénica, presenca
de matriz extracelular rica em célcio, coloragdo Von Kossa. Barra A X B ¢ C = 100 pum.
(Modificado de Valorani et al., 2010).
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2.6 - CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS

As CTH sdo CTA encontradas na medula 6ssea, multipotente, com grande
capacidade de autorrenovacdo e potencial proliferativo, o que possibilita a sua
diferenciacdo em células progenitoras (CP) de todas as linhagens sanguineas e a
reconstituicdo da populacdo hematopoiética a partir de uma Unica célula (GROTTO &
NORONHA, 2003). Foram conhecidas como CT h& mais de 40 anos e sdo responsaveis
pela formacdo de todos os tipos de células sanguineas. A frequéncia de CTH na medula
6ssea é cerca de 1 em cada 10* células, constituindo cerca de 0,05% a 0,1% da medula
0ssea, sendo o restante composto por células estromais (CTM), células progenitoras (CP) e
células sanguineas (NIH, 2001; RATHJEN & RATHJEN, 2004; LODISH et al., 2005).

As CTH, ao realizarem divisao celular, originam uma célula indiferenciada (auto-
renovacao), igual a CTH, e uma célula progenitora capaz de formar as células sanguineas.
As células progenitoras (CP) sdo células derivadas da CTH que se encontram
comprometidas com o processo de diferenciacdo celular, porém possuem capacidade de
auto-renovacdo reduzida em relacdo as CTH. As células precursoras, derivadas das (CP),
sdo reconhecidas pelas caracteristicas morfoldgicas, possuem baixa capacidade de auto-
renovacao e elevada atividade mitotica produzindo as células maduras das CTM (MINTZ
et al.1984; LEMISCHKA et al. 1986) (Figura 5).
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Figura 7. Representacdo esquematica de CTH da medula dssea. As células sanguineas
maduras surgem de um precursor comum (Célula-Tronco Hematopoética), através de
varias etapas de maturacdo. A CTH possui capacidade de autorrenovacdo, esta capacidade
é perdida ao longo do processo de diferenciacdo. CPM= Célula Progenitora Mieldide
origina PME= Progenitores Megacaridcitos/Eritrocitos (Megacariocitos, Eritrdcitos e
Plaquetas) e PGM= Progenitores Granuldcitos/Mondcitos (Granul6citos, Mondcitos,
Macrofagos, Neutrofilo, Basofilo, Eusinéfilo); CPL=Célula Progenitora Linfdide origina
(Células Dendriticas, Linfocitos T, B e NK). Ambos CPM e CPL originam a Célula
Dendritica. (UCCELI et al, 2007).

2.7 - CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As CTM derivadas da medula 6ssea, também conhecidas como células-tronco
esqueléticas, células estromais da medula 6ssea (PROCKOP et al., 2003) ou, como
recentemente sugerido pela International Society for Cellular Therapy (ISCT)
(ABDALLAH et al., 2008, HORWITZ et al., 2005), células estromais mesenquimais
multipotentes presentes em todos 0s 6rgéos do corpo com capacidade de diferenciacdo em
varias linhagens de células do tipo mesodérmico e ndo mesodérmico originando diversos
tecidos, incluindo osso, cartilagem, tecido adiposo, tenddo, musculo, midcitos, neurdnios e
astrocitos in vitro e in vivo (POUNTOS & GIANNOUDIS, 2005; GIORDANO et al.,
2007) (Figura 6), sendo que ha evidéncias de que a frequéncia dessas células na medula

Ossea de seres humanos declina com a idade (FIBBE, 2002).
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Constituem uma pequena populacdo celular da medula éssea, correspondendo a
cerca de 0,001% a 0,01% de todas as células nucleadas medulares (PITTENGER et al.,
1999), mas que pode ser facilmente isolada, cultivada e manipulada in vitro (MEIRELLES
& NARDI, 2003). Apresentam uma enorme plasticidade e um grande potencial terapéutico
(ZAGO & COVAS, 2004; NARDI & MEIRELLES, 2006; BROOKE et al., 2007),
portanto atrativas para utilizacdo na terapia celular. Essas células apresentam alto poder
replicativo e podem ser obtidas pela simples pungdo 0ssea, e assim servir como fonte de

células para auto transplantes.
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Figura 8. Potencial de diferenciacdo em mudltiplas linhagens da CTM. As CTM séo
capazes de se proliferar intensamente antes da diferenciacdo em varios tipos de tecidos
mesenqguimais e tipos celulares como: 0sso, cartilagem, musculo, estroma, tendao e tecido
adiposo (CAPLAN & BRUDER, 2001).

A existéncia de células-tronco ndo hematopoiéticas na medula 6ssea foi
inicialmente sugerida por Cohnheim, ha mais de 130 anos. No entanto, foi com os achados
de Friedenstein et al. (1974), que essa teoria veio a ser comprovada com a descoberta das

células-tronco mesenquimais. Eles encontraram, em uma cultura de células da medula
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Ossea, uma populagdo de células aderidas ao plastico com morfologia fusiforme,
semelhantes a fibroblastos e também observaram que essas células possuiam capacidade
para se diferenciar em coldnias que lembravam pequenos depositos de 0sso ou cartilagem.
(FRIEDENSTEIN et al., 1974; PROCKOP, 1997).

As CTM da medula éssea tem algumas caracteristicas que as distinguem das células
hematopoiéticas. Esses dois tipos celulares sdo de facil separacdo in vitro. Quando a
medula 6ssea € dissociada e o material € coletado em um gradiente de concentracdo, as
CTM, quando dispensadas em frascos préprios para cultivo, aderem-se a superficie dos
frascos, enquanto as células-tronco hematopoiéticas ndo possuem essa capacidade de
adesdo (KIRSCHSTEIN, 2001).

Pesquisas revelaram que as ceélulas progenitoras mesenquimais (representadas
coletivamente por CFU-F, do inglés colony forming units fibroblast, ou unidades
formadoras de colbnia semelhantes a fibroblastos) (LURIA et al., 1971; OWEN, 1988)
originam populagdes heterogéneas funcionais de elementos estromais semelhantes a
fibroblastos indiferenciados; tais elementos conservam seu potencial para se proliferar e
diferenciar em tecidos especializados. Estas células podem representar um reservatorio de
populacbes de multiplas linhagens de progenitores mesenquimais/estromais que se
encontram em um estagio intermediario de diferenciacdo. Pesquisas sdo dedicadas ao
entendimento dos mecanismos bioldgicos que sdo Unicos a notavel plasticidade destas
células, as quais poderdo ser utilizadas para tratar doencas genéticas e degenerativas,
quando aliadas a terapia génica, assim como regenerar tecidos (LA RUSSA et al., 2002).

O cultivo de CTM é feito selecionando-se as células com propriedade de adesdo ao
plastico, enquanto as células que permanecem em suspensdo sdo facilmente removidas.
Outros tipos celulares “contaminantes” (como macrofagos e linfocitos) sdo eliminados
apos determinado nimero de passagens (JAVAZON et al., 2004; HORWITZ et al., 2005;
KEATING, 2006; OLSSON, 2009). Estas células in vitro, quando submetidas a diferentes
estimulos, foram descritas como capazes de diferenciacdo em celulas das linhagens
osteogénica (KULTERER et al., 2007; PARK et al., 2006), adipogénica (DE GEMMIS et
al., 2006), condrogénica (HASHIMOTO et al., 2006), neurogénica (ANISIMOV et al.,
2007) e cardiogénica (AMADO et al.,2005).

O sangue periferico e o corddo umbilical também sdo fontes de CTM, todavia

apresentam pouca quantidade desse tipo celular, comparado com a medula d&ssea
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(WEXLER et al., 2003), além de ainda ndo estarem bem estabelecidas as condi¢es ideais
de cultivo.

A capacidade de expansdo das CTM em culturas tem facilitado o desenvolvimento
de ensaios clinicos para avaliar a seguranca, as caracteristicas e a eficacia do transplante

dessas células para uma variedade de doencgas (DEVINE, 2002).
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3-JUSTIFICATIVA

Atualmente, estudos demonstram que CTA podem ser isoladas dos mais diferentes
tipos de tecidos humanos e de outros modelos animais, sendo a principal fonte e as mais
estudadas as da medula déssea que, sob certos estimulos, se transformam em células
especializadas de diferentes tecidos ou 6rgéos.

Estudos com CTA tém demonstrado que possuem habilidade para se diferenciar em
varias linhagens de células do tipo mesodérmico (POUNTOS & GIANNOUDIS 2005;
KIM et al., 2007; KUNISAKI et al., 2006; KUNISAKI et al., 2007; ZHENG et al., 2008) e
ndo mesodérmico (DONALDSON et al., 2008; MIMURA et al., 2004; MEIER et al.,
2009; BLANPAIN et al., 2007).

O uso clinico de CTA em terapia celular para o tratamento de doengas cronico-
degenerativas vem sendo desenvolvida. Essa terapia consiste na utilizacdo de células-
tronco com capacidade de se diferenciar em uma ampla variedade de células pertencentes a
tecidos conectivos (GIORDANO et al., 2007; KIM et al., 2007).

Apds a exposicdo das caracteristicas da CTA fica demonstrada a capacidade de
heterogeneidade e plasticidade destas células. Entretanto, ainda sdo necessarios protocolos
para um melhor entendimento de seus métodos de diferenciagao.

Diante do exposto, fica evidenciado a importancia e justificativa para a continuagéo
dos estudos nas CTA e em todas as vertentes, inclusive em animais da Biodiversidade da
Amazonia.

Sendo assim, nesta dissertacdo, o conjunto de experimentos realizados e o0s
resultados obtidos irdo contribuir para a determinacdo das condicGes ideais para cultivo e
estabelecimento das culturas de CTA in vitro a partir de tecido epitelial dos roedores
silvestres.

As culturas foram utilizadas para analise da morfologia, avaliacdo do crescimento
celular através da curva de crescimento, ensaio clonogénico, estudo citogenético, inducdo
de diferenciacdo em ostedcitos, condrdcitos, adipdcitos e identificacdo das células
diferenciadas em linhagens osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas.

Modelos animais representam uma importante ferramenta a pesquisa biologica
(RUSSEL, 1992). Quando o foco de maior interesse € o homem, modelos em espécies
animais de mamiferos permitem inumeras abordagens em situa¢cBes normais ou

patoldgicas. Neste contexto, roedores sdo de grande utilidade na pesquisa da biologia e
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areas médicas, decidimos desenvolver prioritariamente toda essa metodologia para isolar e
cultivar in vitro CTA de roedores silvestres proveniente do nosso biorrepositorio de
celulas.

O Laboratério de Citogenética da UFPA, onde esta dissertacdo foi desenvolvida,
possui recursos para o projeto “Bioprospec¢do de células-tronco mesenquimais na
biodiversidade brasileira” cujo objetivo principal é a implantacdo da técnica de
bioprospeccdo de células-tronco mesenquimais (MSC) a partir de linhagens de células
existentes em nosso biorrepositério de células. Estas linhagens sdo provenientes de outros
projetos de pesquisas, como o de “Estudo da biodiversidade de vertebrados da Amazonia”

que visa a caracterizacao citogenética de espécies.
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4 - OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO GERAL

Desenvolver metodologia para isolar, cultivar, avaliar a multipotencialidade, e
caracterizar CTA derivadas do tecido epitelial de roedores silvestres da Amazdnia
(RODENTIA -STRICOGNATHI - SCIUROGNATHI) no Laboratério de Citogenética do
Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal do Para.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 - Padronizar o cultivo de CTA do tecido epitelial de roedores silvestres pelo
método enzimatico da colagenase;
2 - Analisar as células isoladas sob os aspectos morfoldgicos, citogenéticos e de
diferenciacdo celular;
3 - Avaliar do crescimento celular;
4 - Fazer o ensaio clonogénico;
5 - Induzir a diferenciacao celular em ostedcitos, condrocitos e adipocitos;

6 - Indicar modelos animais para estudo de CT.
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5- MATERIAL E METODOS
5.1 - CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
As amostras do presente estudo foram constituidas de material bioldgico de cinco

espécimes descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo das informacdes das espécies coletadas.

Espécie Protocolo Localizagéo

Oecomys concolor Sma-07, ¢ Serra do Apiau-RO

Proechimys roberti | Sma-09, & Serra do Apial-RO

Proechimys roberti | Fsl-238, & Fazenda Nsa. Sra. do Carmo, Monte do
Carmo-TO

Hylaeamys Fsl-250, & Fazenda Nsa. Sra. do Carmo, Monte do

megacephalus Carmo-TO

Hylaeamys Fsl-243, & Fazenda Nsa. Sra. do Carmo, Monte do

megacephalus Carmo-TO

5.2 - METODOS

Nos fluxogramas de trabalho 1 (p. 23) e 2 (p. 24), estdo apresentados a sequéncia
dos experimentos executados. Os detalhamentos dos métodos utilizados do fluxograma de
trabalho 1 estdo descritos nos itens 5.3 até 5.5. E os detalhamentos dos métodos utilizados

do fluxograma de trabalho 2 estdo descritos nos itens 5.5 até 5.13.3.



Fluxograma de trabalho -1

Retirada do fragmento de tecido

y

Limpeza, desinfeccdo e armazenamento
do fragmento de tecido

v

Método enzimatico

'

Cultura primaria

(Po)

v

Observacado e imagens fotograficas

y

Célula em sub-confluéncia

v

Eficiéncia em formacdo de coldnias

v

Tripsinizacao

y

Primeira passagem

(P1)

v

Alta densidade celular

v

Formacgao de monocamada celular
semelhante a fibroblastos

v

Tripsinizagao

v

Segunda passagem

(P2)

v

Alta densidade celular

v
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Fluxograma de trabalho - 2

'

Alta densidade celular

v

Tripsinizagao

y

Terceira passagem

(P3)

y

Tripsinizacao

v

Congelamento das células

v

Armazenamento das células

y

Descongelamento das células

v

Terceira passagem

(P3)

y

Imagens fotograficas

v

Analises morfolégicas

v

Analise citogenética

v

Curva de crescimento

v

Ensaio clonogénico

y

Diferenciacao in vitro
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5.3 - COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Foram coletadas amostras de tecido epitelial dos animais. Os procedimentos de
coleta foram realizados por bidlogos ou técnicos da instituicdo responsavel pelos animais,
conforme licenca permanente nimero13248-1 do IBAMA. Foi feita assepsia na orelha ou
pele de animais de onde foi retirada a bidpsia com trés banhos sucessivos com algodéao
embebido em alcool iodado, posteriormente o local foi limpo com alcool 70% para a
retirada do iodo, pois 0 mesmo € antimitotico. Com auxilio de bisturi e pinca estéreis, a
bidpsia foi colocada em tubo de centrifuga de 15 mL com meio enriquecido com (SBF) e
antibidticos em concentracdo dobrada.

5.4 - TECNICA DE DISSOCIACAO ENZIMATICA

O método descrito por Cole e Paul (1966) e Waymouth (1974) utilizava tripsina. O
método de Freshney (1972); Lasfargues (1973); Chen et al. (1989); Kralovanszky et al.
(1990) e Heald et al. (1991) utilizava colagenase para dissociar células. O método da
colagenase com modificacGes foi utilizado na técnica de dissociacdo enzimatica das células
em nosso experimento para obtencdo das culturas celulares.

Em um fluxo laminar a bidpsia (pele ou orelha) foi transferida do frasco para uma
placa de Petri de 4 cm de didmetro, estéril. Em seguida foi acrescentado 2 mL de
colagenase tipo | a 0,1%. A biopsia passou por uma dissociacdo mecanica onde foi
fragmentada véarias vezes com auxilio de bisturi e pinca estéreis, sendo produzidos
fragmentos menores. Os fragmentos assim obtidos foram transportados juntamente com a
enzima para um tubo de centrifuga de 15 mL (TPP) com auxilio de uma pipeta Pasteur
estéril. Em seguida o material foi mantido em estufa umidificada a 37° C e atmosfera
gasosa com 5% de CO, no ar para manutencdo do pH onde permaneceu até a dissociacdo
das células formando uma suspensdo viscosa. O material foi centrifugado a uma forca
centrifuga relativa de 112 - FCR, durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
colocado 5 mL de meio completo DMEM (Gibco) suplementado com 20% de SBF e
novamente ressuspendido o material. Em seguida o material foi transferido para um frasco
de cultura com éarea de 25 cm? (TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen,
Switzerland) e retornou a estufa umidificada a 37° C e atmosfera gasosa com 5% de CO,
no ar para manutengdo do pH para ocorrer proliferacdo das células. Apos 24 horas o frasco

foi observado ao microscopio invertido para serem avaliados os seguintes fatores:
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aderéncia das células no frasco de cultura, crescimento celular, necrose ou contaminacao.
Houve observacdes diarias para acompanhar a multiplicagdo celular pelo preenchimento de
espacos vazios no frasco (monocamada) e capacidade de formacéo de coldnias, através da
observacao individualizada de uma célula e sua multiplicacdo por consecutivas mitoses. A
observacdo de colonias foi feita pela marcacdo de uma regido do frasco de cultivo com
caneta hidrografica, acompanhando um agrupamento celular originado de uma unica
célula, quando as células cresceram em amontoados. O material passou por tripsinizacdo
(WAYMOUTH, 1974), cujo objetivo é desprender as células que estavam aderidas a
parede inferior de crescimento do frasco de cultivo. A técnica consiste na utilizacdo de
uma enzima tripsina (Tryple Express 1x - Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand
Island, NY), a qual lisa o citoesqueleto celular que fornece sustentacdo as células para se
aderirem a parede do frasco. A manutencdo do cultivo, que compreende a troca do meio
DMEM (Gibco) foi realizada a cada trés dias. A tripsinizacdo também foi utilizada para a
repicagem da cultura e congelamento para montagem do banco de células.

5.5 - REPIQUE DAS CELULAS OU PASSAGEM CELULAR

Apos atingirem 80-85% de confluéncia, as células foram tripsinizadas e expandidas
para mais frascos de cultura segundo método descrito por Waymouth (1974) com
modificacdes, sendo este procedimento denominado de repique celular ou passagem
celular.

Foi desprezado o meio de cultura do frasco e as células foram lavadas duas vezes
com Hank's, sendo posteriormente adicionada tripsina (Tryple Express) e incubado durante
5 minutos na estufa umidificada a 37° C e atmosfera gasosa com 5% de CO,. O frasco foi
agitado vigorosamente para as células se soltarem da superficie onde estavam aderidas. Foi
adicionado meio DMEM suplementado com 20% de (SBF) para bloquear a agdo da
tripsina. Observou-se no microscopio invertido para se certificar de que as células se
desprenderam. As células foram transferidas para novos frascos de cultura e retornaram a
estufa umidificada a 37° C e atmosfera gasosa com 5% de CO, para ocorrer proliferagdo

das células.
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5.6 - CONGELAMENTO DAS CELULAS EM CULTURA

Amostras de 1x10° células de culturas in vitro de roedores foram congeladas para a
realizacdo de experimentos futuros. As células passaram por um procedimento da
dissociacdo através da tripsina, desprendendo as células do frasco, em seguida foi feito o
congelamento das mesmas em um meio que continha 90% de SBF (GIBCO) e 10% de
DMSO (Dimetil Sulfoxido, Sigma, St. Louis, U.S.A) (LOVELOCK & BISHOP, 1959;
MERYMAN, 2007) gelados previamente para permanecer em baixa temperatura antes do
congelamento. Os tubos criogénicos foram identificados com os dados: tipo de célula,
passagem e data. Foi feito um congelamento progressivo, colocando 0s tubos em
Nalgene® Mr. Frosty™ Cryo 1° C Freezing container, -1° C/min. Rate of cooling (LEIBO
& MAZUR, 1971; HARRIS & GRIFFITHS, 1977) (Figura 7) e guardados em “Deep
Freezing’ -80° C. Os tubos criogénicos permaneciam pelo menos trés horas nessa etapa de
congelamento. Apos esse periodo foram transferidos para o container de nitrogénio liquido

a-196° C onde permaneceram armazenados.

5.7 - ARMAZENAMENTO DAS CELULAS CONGELADAS

As células foram armazenadas em container de nitrogénio liquido na temperatura
de -196° C (GREEN et al., 1967; DONNENBERG et al., 2002; BROXMEYER et al.,
2003). A posicao de armazenamento das ampolas congeladas foi anotada em protocolo de

controle de amostras congeladas, para facilitar a sua localizacéo.

5.8 - DESCONGELAMENTO DAS CELULAS

Foi preparado meio DMEM (Gibco) mantido a 37° C, enriquecido com 20% de
SBF. Os tubos criogénicos foram retirados do reservatorio de nitrogénio liquido e
aquecidos imediatamente em banho-maria a 37° C. O material criogénico foi transferido
para um tubo de centrifuga contendo o meio ja aquecido. O material foi centrifugado a
uma forca centrifuga relativa de 112 - FCR, durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e acrescentado 5 mL de meio DMEM (Gibco) enriquecido com 20% de SBF e

distribuido em um frasco de cultura para propagacao da cultura (ROLLIG et al., 2002).
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5.9 - ANALISE MORFOLOGICA MICROSCOPICA

Apos o isolamento, cultivo e expansdo celular das CTA, o processo de anélise
morfologica foi iniciado. Imagens fotograficas do desenvolvimento das células em cultura
foram feitas utilizando-se um microscopio invertido Zeiss Axiovert 200 com objetiva de

aumento de 10 vezes.

5.10 - ANALISE CITOGENETICA POS- DESCONGELAMENTO DAS CELULAS EM
CULTURA

As preparacdes cromossdmicas foram obtidas com células em P-3 na fase
exponencial de crescimento, tratadas com 10 pL/mL de Kariomax diluidas na proporgao
1:10 em solucdo salina tamponada (PBS) e mantidas em frascos de cultura em estufa
umidificada a 37° C e atmosfera gasosa com 5% CO, por uma hora. Apos este periodo, as
células foram transferidas dos frascos de cultura para tubos de centrifuga (TTP) de 15 mL
e tratadas com solucdo hipoténica 0,075M de KCI por 10 minutos e entdo fixadas com
fixador Carnoy 4:1 (4 partes de Metanol (Merck) - 1 parte de Acido acético (Merck)). Na
preparagao citologica das laminas foi utilizada micropipeta para pingar 10 pL. da suspensao
celular em lamina previamente lavada e seca. Para a analise convencional das laminas ao
microscopio, o material fixado foi corado com o corante Eosina Azul de Metileno, segundo
Giemsa (Merck). Para cada lamina foi utilizado 0,4 mL do corante diluido em 3 mL de
tampéo fosfato pH 6,8 durante 10 minutos. Passado este tempo, as laminas foram lavadas
com agua destilada e secas a temperatura ambiente.

Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o Sistema
Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana de 2005 (ISCN, 2005). A analise
dos cromossomos foi realizada através de coloracdo convencional com GIEMSA e as
imagens foram capturadas no microscépio Olympus BX40, camera Imagelink, programa -

Cytoview.

5.11 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO CELULAR: CURVA DE CRESCIMENTO

Com a finalidade de avaliar a capacidade de expansdo e replicacdo celular in vitro
das CTA isoladas a partir do tecido epitelial foi realizada a curva de crescimento (NIH,
2008).



29

5.11.1 - Contagem das células, analise da viabilidade celular e niamero de células
semeadas em placa

A contagem das células foi realizada com o objetivo de calcular a viabilidade
celular e o numero de células semeadas em placa para fazer a curva de crescimento.

Ap0s a tripsinizacdo as células foram contadas pelo método de Azul de Tripan
0,4% e foi preparada uma suspensdo contendo células para cada amostra em estudo.

Foram semeadas 100.000 células vidveis em triplicata na passagem P3 em placas de
poliestireno estéreis, descartdveis (TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen,
Switzerland), com é&rea de crescimento de 9,6 cm?® de didmetro e as mesmas foram

avaliadas diariamente em um periodo de 6 dias (NIH, 2008).

5.11.2 - Método Azul de Tripan 0,4% (Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand
Island, NY)

O Azul de Tripan (Gibco) ¢ um “corante vital” que atravessa a membrana de
células mortas, mas ndo de células vivas, por este motivo é bastante utilizado para a
avaliacdo da viabilidade celular. Este teste baseia-se no fato de que nas celulas viaveis a
membrana celular integra impede a entrada do corante Azul de Tripan. Nas células mortas
0 corante penetra através da membrana celular, conferindo-lhes uma coloracéo azul escura.

A diluicdo da amostra de células com o Azul de Tripan 0,4% foi preparada na
proporcdo de 1:1, (50 microlitros do concentrado de células-tronco e 50 microlitros de
Azul de Tripan). Este preparado foi colocado na cdmara de Neubauer (hemocitometro),
preenchendo-a completamente e deixando-a em repouso por 5 minutos em camara Umida.
O numero de células nucleadas foi contado nos quatro quadrantes laterais, separando-se a
contagem em um grupo de células viaveis e outro de células morta.

O calculo do nimero de células, viabilidade celular e nimero de células semeadas

em placa foram realizados de acordo com as seguintes formulas.

N° de células por mL = (N° de células viaveis / 4) x Fator de diluicéo (2) x 10*.

Viabilidade celular (%) = N° de células viaveis x 100 / Total de células (células viaveis

+ células mortas).
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N° de células pormL - Volume de meio ressuspendido (1000 pL)
N° de células desejadas (100.000)  ------ X

5.12 - ENSAIO CLONOGENICO

Para avaliar a capacidade de formar col6nia nas culturas de CTAs a partir de tecido
epitelial dos roedores, realizamos o ensaio de CFU-F (Unidades formadoras de col6nia
semelhantes a fibroblastos) (FRIEDENSTEIN et al., 1976).

Foram semeadas 10° células em frascos de cultura com area de crescimento de 25
cm? (TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen, Switzerland).

Os frascos de cultura foram mantidos em estufa umidificada a 37° C e atmosfera
gasosa com 5% de CO;, por 10 dias em cultivo. O meio de cultivo DMEM (Gibco)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) foi trocado a cada 3 dias. O meio de
cultura foi retirado dos frascos e estes foram lavados duas vezes com PBS. Em seguida, as
células foram fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4% e coradas com solucdo de
cristal violeta 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A) diluida em Metanol (Merck,
Darmstadt, Germany), durante 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram
lavadas trés vezes com agua destilada e colocadas em posicdo invertida sobre papel toalha
até a secagem completa (protocolo adaptado de NARDI & MEIRELLES, 2006).

5.13 - DIFERENCIACAO IN VITRO DAS CELULAS -TRONCO ADULTAS

As culturas de células dos roedores em estudo apds cultivo e expansdo in vitro
foram testadas quanto a sua capacidade de diferenciacdo em trés linhagens da mesoderme:
osteogénica, condrogénica e adipogénica baseado no protocolo adaptado de Nardi &
Meirelles (2006).

Foram semeadas 42.000 células entre P3 e P4 em duplicata nas placas de
poliestireno estéreis, descartaveis (TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen,
Switzerland) com area de crescimento de 2 cm? de didmetro.

Apo6s 24 horas foi retirado o meio DMEM e adicionado meio com ou sem
indutores. O meio foi trocado a cada trés dias e as células foram fotografadas e analisadas

para alteragdes morfologicas.
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5.13.1 - Diferenciacao osteogenénica

O meio para a diferenciacdo osteogénica foi composto de 1 uL./mL Dexametasona
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 4 uL/mL R-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) e 1 uL/mL AsAP 1000x (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) diluidos em DMEM
contendo 10% SBF. O meio foi trocado a cada trés dias durante um periodo de 21 dias. As
células controle foram mantidas durante o mesmo periodo com meio DMEM
suplementado com 10% de SBF.

Apos o periodo de diferenciacéo as células foram lavadas com PBS e fixadas com
paraformaldeido por 20 minutos, em seguida foi removido o paraformaldeido e lavadas
novamente com agua destilada. As células foram coradas durante 5 minutos com “Alizarin
Red S” com pH 4,1 em temperatura ambiente. Ap0s este periodo o corante foi removido e
as células foram lavadas vérias vezes com &gua destilada para posteriormente serem
observadas em microscopio invertido. O fundamento deste teste baseia-se no fato de que as
células (ostedcitos) secretam uma matriz extracelular rica em calcio, que pode ser corada
com Alizarin Red S. O acumulo de calcio nestas células deixa as mesmas com coloragédo

vermelha o que caracteriza a diferenciagdo osteogénica.

5.13.2 - Diferenciag¢éo condrogenénica

O meio para a diferenciacdo condrogénica foi composto de 2,5 uL/mL de Insulina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 2 uL/mL de Fator de crescimento transformador B (TGF-
R1) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e 0,5 pL/mL de AsAP 100x (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) diluidos em DMEM contendo 10% SBF. O meio foi trocado a cada trés dias
durante um periodo de 21 dias. As células controle foram mantidas durante 0 mesmo
periodo com meio DMEM suplementado com 10% de SBF.

Apos o periodo de diferenciacdo as células foram lavadas com PBS e fixadas com
paraformaldeido por 20 minutos, em seguida foi removido o paraformaldeido e lavadas
novamente com agua destilada. As células foram coradas durante 5 minutos com “Alcian
Blue” com pH 2,5 em temperatura ambiente. Apds esse periodo o corante foi removido e
as celulas foram lavadas varias vezes com agua destilada para em seguida serem
observadas em  microscopio invertido. As células (condrdcitos)  secretam

glicosaminoglicanos sulfatados, potente indutor de condrogénese induzindo a formagéo de
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matriz extracelular constituinte da cartilagem que podem ser corados com Alcian Blue

deixando as células com coloragéo azul o que caracteriza a diferencia¢do condrogénica.

5.13.3 - Diferenciacéo adipogenénica

O meio para a diferenciacdo adipogénica foi composto de 0,7 pL/mL de
Rosiglitazona (GlaxoSmithKline, London), 1 puL/mL de Insulina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), 4 uL/mL de Indometacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e 1 uL/mL de
Dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), diluidos em DMEM contendo 10% SBF.
O meio foi trocado a cada trés dias durante um periodo de 10 a 15 dias. As células controle
foram mantidas durante o mesmo periodo com meio DMEM suplementado com 10% de
SBF.

Ap0s o periodo de diferenciacdo as células foram lavadas com PBS e fixadas com
paraformaldeido por 1 hora, em seguida foi removido o paraformaldeido e lavadas
novamente com agua destilada. As células foram coradas durante 5 minutos com “QOil Red
O” em temperatura ambiente. Apos esse periodo o corante foi removido e as células foram
lavadas vérias vezes com agua destilada para em seguida serem observadas em
microscopio invertido. O fundamento deste teste baseia-se no fato de que as células
(adipdcitos) apresentam vesiculas lipidicas no citoplasma e que sdo corados pelo Oil Red

O deixando as células com coloracdo vermelha caracterizando a diferenciacdo adipogeénica.
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6 - RESULTADOS

6.1 - ANALISE MORFOLOGICA MICROSCOPICA
A descricdo morfoldgica das celulas in vitro obtidas do tecido epitelial dos roedores
apresentaram celulas com morfologia semelhante a fibroblastos com aspecto fusiforme,

formando varios prolongamentos da membrana. Foi possivel observar também as células

em mitose, que sdo as refringentes, além de diferengas nos agrupamentos celulares nas
figuras (9, 10, 11, 12 e 13).

Figura 9. Células isoladas do tecido epitelial de Oecomys concolor (Sma-07, ¢). A - 4
dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 60% de confluéncia. Aumento de 10x. Barra A e
B =100 pum.

dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 70% de confluéncia. Aumento de 10x. Barra A e
B =100 um.
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Figura 11. Células isoladas do tecido epitelial de Proechimys roberti (Fsl-238, ). A - 4

dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 60% de confluéncia. Aumento de 10x. Barra A e
B =100 pm.

_ : Al el %,
Figura 12. Células isoladas do tecido epitelial de Hylaeamys megacephalus (Fsl — 250, ).
A - 4 dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 90% de confluéncia. Aumento de 10x.
Barra A e B =100 pm.
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Figura 13. Células isoladas do tecido epitelial de Hylaeamys megacephalus (Fsl-243, &).
A - 4 dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 70% de confluéncia. Aumento de 10x.
Barra A ¢ B =100 pm.
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6.2 - ANALISE DO PERFIL CITOGENETICO

A fim de avaliar se as células das culturas dos roedores cultivadas em meio DMEM
na terceira passagem induziram alguma alteracdo cromossomica, foi monitorada a
estabilidade citogenética e as mesmas apresentaram um cariétipo sem alteragcdes conforme
as figuras (14, 15, 16, 17 e 18).

1 2 3 4 5 6 8 9
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1 12 13 14 15
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Figura 14. A analise cariotipica mostra que a espécie Oecomys concolor (Sma-07, Q)
apresenta numero dipldide com (2n=58) cromossomos. Corados por Giemsa. Barra = 10
um.
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Figura 15. A andlise cariotipica mostra que a espécie Proechimys roberti (Sma-09, &)
apresenta numero normal de cromossomos (2n=30). Corados por Giemsa. Barra = 10 um.



38

” ‘}3 i! l} 88 %3 By x2

#8 B8 %% w3 as "

10 11 12 13 14 XY
|

Figura 16. A analise cariotipica mostra que a espécie Proechimys roberti (Fsl-238, &)
apresenta numero normal de cromossomos (2n=30). Corados por Giemsa. Barra = 10 um.
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Figura 17. A analise cariotipica mostra que a espécie Hylaesamys megacephalus (Fsl-250,
J)_apresenta nimero normal de cromossomos (2n=54). Corados por Giemsa. Barra = 10
um.
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Figura 18. A analise cariotipica mostra que a espécie Hylaeamys megacephalus (Fsl-243,
J)_apresenta nimero normal de cromossomos (2n=54). Corados por Giemsa. Barra = 10
um.
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6.3 - CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR

No estudo realizado com as células de cultivo obtidas das amostras de roedores na
terceira passagem, observou-se padrdo de crescimento das células. Os resultados da
contagem diaria das células estdo apresentados nas tabelas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 e a analise da
cinética de crescimento celular pela observagdo da curva descrita nos gréaficos das figuras
(19, 20, 21, 22, 23 e 24).

Tabela 2. Numero médio diario de células obtidas no estudo da cinética de crescimento

das células-tronco adultas do tecido epitelial de Oecomys concolor (SMA-07, 9), na
terceira passagem.

TEMPO (DIAS) | PLACAS (POCOS) | N MEDIO DE CELULAS/mL
1 1,2e3 153.333
2 4,5¢6 191.333
3 7,8e9 284.000
4 10,11e12 393.466
5 13,14 e 15 640.000
6 16,17 ¢ 18 763.333
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Figura 19. Curva de crescimento das celulas-tronco adultas do tecido epitelial de Oecomys

concolor (SMA-07, @), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em vermelho
namero de células por mL.
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Tabela 3. Numero médio diario de células obtidas no estudo da cinética de crescimento
das células-tronco adultas do tecido epitelial de Proechimys roberti (SMA-09, &), na
terceira passagem.

TEMPO (DIAS) | PLACAS (POCOS) | N MEDIO DE CELULAS/mL
1 1,2e3 201.333
2 4,5e6 268.000
3 7,8e9 340.666
4 10,11e12 414.666
5 13,14 e 15 599.666
6 16,17 e 18 980.000
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Figura 20. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de
Proechimys roberti (SMA-09, &), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em
vermelho nimero de células por mL.
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Tabela 4. Numero médio diario de células obtidas no estudo da cinética de crescimento
das células-tronco adultas do tecido epitelial de Proechimys roberti (Fsl-238, &), na

terceira passagem.

TEMPO (DIAS) | PLACAS (POCOS) | N MEDIO DE CELULAS/mL
1 1,2e3 150.000
2 4, 5e6 196.666
3 7,8e9 396.666
4 10,11e12 490.000
5 13,14 e 15 746.666
6 16,17 e 18 1.030.000
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Figura 21. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de
Proechimys roberti (Fsl-238, &), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em
vermelho nimero de células por mL.
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Tabela 5. Niumero médio diario de células obtidas no estudo da cinética de crescimento
das células-tronco adultas do tecido epitelial de Hylaeamys megacephalus (FSL-250, &),

na terceira passagem.

TEMPO (DIAS) | PLACAS (POCOS) | N MEDIO DE CELULAS/mL
1 1,2e3 140.000
2 4 5e6 313.333
3 7,8e9 440.000
4 10,11e12 733.333
5 13,14 e 15 1.123.333
6 16,17 e 18 2.180.000
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Figura 22. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de
Hylaeamys megacephalus (FSL-250, &), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em
vermelho nimero de células por mL.
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Tabela 6. Numero médio diario de células obtidas no estudo da cinética de crescimento
das células-tronco adultas do tecido epitelial de Hylaeamys megacephalus (FSL-243, &),

na terceira passagem.

TEMPO (DIAS) | PLACAS (POCOS) | N"MEDIO DE CELULAS/mL
1 1,2e3 173.333
2 4,5e6 300.000
3 7,8e9 573.333
4 10,11e12 730.000
5 13,14 e 15 1.223.333
6 16,17 e 18 1.720.000
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Figura 23. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de
Hylaeamys megacephalus (FSL-243, &), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em
vermelho nimero de células por mL.
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Tabela 7. Numero médio diario de células obtidas no estudo da cinética de crescimento
das celulas-tronco adultas do tecido epitelial dos cinco espécimes em estudo na terceira

passagem.
Espécies
O. concolor P. roberti P. roberti H. megacephalus | H. megacephalus
Tempd (SMA-07, Q) | (SMA-09, 3) | (FSL-238,3) | (FSL-250,3) (FSL-243, 3)
em dias
1 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000
2 153.333 201.333 150.000 140.000 173.333
3 191.333 268.000 196.666 313.333 300.000
4 284.000 340.666 396.666 440.000 573.333
5 393.466 414.666 490.000 733.333 730.000
6 640.000 599.666 746.666 1.123.333 1.223.333
7 763.333 980.000 1.030.000 2.180.000 1.720.000
Curva de crescimento comparativa

g 2.500.000

[54]

‘—3" 2.000.000 //

g 0. concolor (SMA-07,

v 1.500.000 / concolor{ /)

° ——P. roberti (SMA-09, /)

o

2 1.000.000 /’/ P. roberti (FSL-238, )

g 500.000 — H. megacephalus (FSL-250, ')

E 0 . . . . . . . —H., megacephalus (FSL-243, )

1 2 3 4 5 6 7
Tempo de cultivo celular (dias)

Figura 24. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial dos cinco

espécimes em estudo na terceira passagem.
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6.4 - ENSAIO CLONOGENICO
Foi observada a formacéo de col6nias com alta densidade celular com morfologia
fibroblastéide em todas as amostras na terceira passagem, obtidas a partir de 10° células em

placas de cultivo com &rea de crescimento de 9,6 cm? de didmetro e coradas com Cristal
Violeta (Figuras 25, 26, 27, 28 e 29).

Figura 25. Ensaio de CFU-F de Oecomys concolor (Sma-07, ©). Em A, colbnias com
baixa densidade celular. Em B, col6nias com alta densidade celular apés 10 dias de cultivo.
Aumento de 100x. Barra A e B =100 um.

Figura 26. Ensaio de CFU-F de Proechimys roberti (Sma-09, &). Em A, col6nias com
baixa densidade celular. Em B, coldnias com alta densidade celular ap6s 10 dias de cultivo.
Aumento de 100x. Barra A e B = 100 um.



48

Figura 27. Ensaio de CFU- de Proechimys roberti (Fsl-238, &'). Em A,colénias com
baixa densidade celular. Em B, colénias com alta densidade celular apds 10 dias de cultivo.
Aumento de 100x. Barra A e B = 100 um.

Figura 28. Ensaio de CFU-F de Hylaeamys megacepalus (FSL-250, &). Em A, col6nias
com baixa densidade celular. Em B, col6nias com alta densidade celular ap6s 10 dias de
cultivo. Aumento de 100x. Barra A e B =100 um.

Figura 29. Ensaio de CFU-F de Hylaeamys megacephalus (FSL-243, &). Em A, col6nias
com baixa densidade celular. Em B, colénias com alta densidade celular apés 10 dias de
cultivo. Aumento de 100x. Barra A e B =100 pum.
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6.5 - DIFERENCIACAO IN VITRO DAS CELULAS-TRONCO ADULTA

Com a metodologia empregada, e as concentracdes de substancias utilizadas em
nossos testes as células isoladas das culturas de roedores na terceira passagem foram
capazes de se diferenciarem em ceélulas osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas, em
cultura com meios de cultivos especificos.

As células plaqueadas para diferenciacdo osteogénica foram mantidas por 21 dias
em meio de inducdo especifico, apds este periodo foi observado depdsitos de matriz
extracelular. As células foram coradas com o corante “Alizarin Red S” para detec¢do
desses depositos. Foi possivel observar diferenciacdo nas cinco amostras induzidas a
diferenciacdo (Figuras 30, 31, 32, 33 e 34). Nas amostras controle ndo foi observada a
presenca de depositos de matriz extracelular.

A diferenciacdo condrogénica também foi mantida por 21 dias em meio de
diferenciacdo e foi observado a formagdo de mucopolissacarideos da matriz intracelular
(glicosaminoglicanos sulfatados) nas cinco amostras induzidas a diferenciacao (Figuras 35,
36, 37, 38 e 39). As células foram coradas com o corante “Alcian Blue” para detecgédo
desses depdsitos. N&o foi observado formacdo de mucopolissacarideos da matriz
intracelular nas amostras controle.

A diferenciacdo adipogénica foi mantida por um periodo de 10-15 dias em meio de
inducdo para diferenciacdo e foi observada a formacao de vacuolos lipidicos nas amostras
testadas (Figuras 40, 41, 42, 43 e 44). As células foram coradas com o corante “Oil Red O”

para deteccdo desses vactolos. Ndo houve diferenciagdo nas amostras controle.
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Figura 30. Diferenciacdo osteogénica de Oecomys concolor (Sma-07, Q). Em A e B,
células diferenciadas em ostedcitos, na seta depdsitos de matriz extracelular. C e D
controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25 um.
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Figura 31. Diferenciacdo osteogénica de Proechimys roberti (Sma-09, J). Em A e B,
células diferenciadas em ostedcitos, na seta depésitos de matriz extracelular. C e D
controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25 um.
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Flgura 32. leerenC|agao osteogénica de Proechimys robertl (Fsl 238 6) Em A e B,
células diferenciadas em ostedcitos, na seta depésitos de matriz extracelular. C e D
controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25 um.
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Figura 33. Diferenciacéo osteogénica de Hylaesamys megacephalus (Fsl-250, &). Em A e
B, células diferenciadas em ostedcitos, na seta depositos de matriz extracelular. C e D
controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25 um.
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Figura 34. Diferenciacéo osteogénica de Hylaesamys megacephalus (Fsl-243, &). Em A e
B, células diferenciadas em ostedcitos, na seta depésitos de matriz extracelular. C e D
controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25 um.
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Figura 35. Diferenciacdo condrogénica de Oecomys concolor (Sma-07, 9). Em A e B
células diferenciadas em condrocitos, na seta depositos de glicosaminoglicanos sulfatados.
C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25
pum.



Figura 36. Diferenciacdo condrogénica de Proechimys roberti (Sma-09, ). Em A e B
células diferenciadas em condrdcitos, na seta depositos de glicosaminoglicanos sulfatados.
C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x Barra = 25
pm.



57

Figura 37. nciacdo condrogénica de Proechimys roberti (Fsl-238, 4). Em A e B
células diferenciadas em condrocitos, na seta depositos de glicosaminoglicanos sulfatados.
C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25
pum.
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Figura 38. Diferenciacdo condrogénica de Hylaeamys megacephalus (Fsl-250, J). Em A e
B células diferenciadas em condrécitos, na seta depdsitos de glicosaminoglicanos
sulfatados. C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x,
Barra = 25 um.
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Figura 39. Difreniagéo condrogénica de Hylaeamys megacephalus (Fsl-243, &). Em A e
B células diferenciadas em condrécitos, na seta depositos de glicosaminoglicanos
sulfatados. C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x,

Barra = 25 um.
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Figura 40. Diferenciacdo adipogénica de Oecomys concolor (Sma-07, 9). Em A e B
células diferenciadas em adipdcito, na seta depositos de vacuolos lipidicos. C e D controle
negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25um.
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Figura 41. Diferenciacdo adipogénica de Proechimys roberti (Sma-09, &). Em A e B
células diferenciadas em adipdécito, na seta depdsitos de vacuolos lipidicos. C e D controle
negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25um.
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Figura 42. Diferenciacdo adipogénica de Proechimys roberti (Fsl-238, £). Em A e B
células diferenciadas em adipdcito, na seta depositos de vacuolos lipidicos. C e D controle
negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25um.
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Figura 43. Diferenciacdo adipogénica de de Hylaeamys megacephalus (Fsl-250, ). Em A
e B celulas diferenciadas em adipdcito, na seta depdsitos de vacuolos lipidicos. C e D
controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25um.
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Figura 44. Diferenciacdo adipogénica de de Hylaesamys megacephalus (Fsl-243, 2). Em A

e B celulas diferenciadas em adipdcito, na seta depdsitos de vacuolos lipidicos. C e D
controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 um. (B, D) 400x, Barra = 25um.
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7 - DISCUSSAO

O presente estudo descreve algumas caracteristicas das CTA obtidas de tecido
epitelial de roedores silvestres incluindo a capacidade de proliferacdo, expansao in vitro,
anélise morfoldgica, estudo citogenético, capacidade de autorrenovagdo por ensaio
clonogénico e inducéo a diferenciagdo em ostedcitos, condrdcitos e adipdcitos.

A escolha do meio de cultivo adequado, substancias e suplementos sd&o um fator
determinante para o sucesso do cultivo. O meio utilizado neste trabalho foi o DMEM
(Meio Essencial Minimo de Dulbeco), pois destina-se a cultura de mamiferos (células
humanas e tecidos ou células animais) (FRESHNEY, 1994). Este meio de cultivo
propiciou nos resultados aqui descritos células com morfologia semelhante a fibroblastos e
uma melhor taxa de expansdo in vitro.

Um aspecto determinante do ambiente de cultura é o soro bovino fetal (SBF),
devido a grande quantidade de fatores presentes no mesmo, que estimulam o crescimento
celular. O soro é, usualmente, um componente essencial para a cultura de células e sua
auséncia pode ocasionar um baixo crescimento de células. Ele possui duas funcdes vitais.
A primeira consiste em auxiliar a adesdo das células as superficies das garrafas de culturas.
A segunda é promover a proliferagdo de células devido a presenca de citocinas, horménios
e fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PGF) e fator
de crescimento epidermal (EGF) (TAPP et al., 2009) responsavel por estimular a divisdo
celular.

A metodologia proposta para obtencdo das células in vitro de roedores silvestres,
dissociacdo enzimatica, método descrito por (FRESHNEY, 1972; LASFARGUES, L973;
CHEN et al., 1989; KRALOVANSZKY et al., 1990; HEALD et al., 1991) foi demonstrada
com éxito neste trabalho.

As CTA sdo conhecidas por seu potencial e plasticidade em se diferenciar em
varios tipos de células de um individuo (multipoténcia) (BJORNSON et al., 1999). Apesar
deste potencial e plasticidade, sdo raras e comumente dificeis de identificar, isolar e
purificar.

As CTA sdo normalmente comprometidas com as células maduras do tecido no
qual elas estdo localizadas. Em condicdes especificas, células-tronco isoladas de tecidos
adultos apresentam certa plasticidade, de acordo com os sinais do ambiente extracelular,

propriedade conhecida como transdiferenciacdo (WAGERS et al.,, 2004) e podem
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diferenciar-se em tipos celulares ndo relacionados ao seu tecido de origem quando
transplantadas em receptores (VERFAILLIE et al., 2002; WATT & HOGAN, 2000;
MARTIN & WATT, 2003; RAFF, 2003).

A capacidade proliferativa das CTA in vitro € dependente de algumas variaveis,
como a idade do tecido de onde sdo extraidas, a densidade de plaqueamento das células e a
composigdo do meio de crescimento. Apesar de ndo serem imortais, tem a capacidade de se
expandir numerosas vezes em cultura, mantendo seu potencial de crescimento e
multipotencialidade. O efeito da idade do tecido doador sobre a capacidade proliferativa
das CTA ¢ baseado em estudos que tém demonstrado que as células derivadas de doadores
mais velhos apresentam menor taxa de proliferacdo in vitro, mesmo em passagens iniciais
€ menor que as obtidas de doadores mais jovens (BANFI et al., 2000; BAXTER et al.,
2004; STOLZING et al., 2008; SHIBATA et al., 2007; ZHOU et al., 2008), e também
quando comparadas com células obtidas de tecido fetal (GUILLOT et al., 2007).

Neste trabalho foi avaliada a capacidade de proliferacdo e expanséo in vitro. O
padrdo de crescimento celular demonstrado na curva de crescimento (NIH, 2008), indicou
uma elevada taxa de proliferacdo celular em todas as amostras. Em H. megacephalus
(FSL-250) a potencialidade de crescimento celular foi muito maior em relacéo a todas as
outras espécies, inclusive em relacdo ao outro exemplar de H. megacephalus (FSL-243),
demonstrando que a proliferacéo celular é variavel intra e inter-especificamente.

Os resultados encontrados na curva de crescimento das CTA do epitélio dos
roedores em estudo sdo semelhantes aos encontrados para CTM de medula 6ssea em ratos
(OLIVEIRA, 2010); CTM de humanos (PAULA, 2011) e para CTM de cées (PATRICIO,
2010), onde observou-se um aumento elevado no nimero de células na cinética de
crescimento.

Para este trabalho houve total impossibilidade para montar um quadro estatistico
comparativo (curva de crescimento) relacionado a idade dos animais em estudo, em virtude
de os protocolos de coleta de campo ndo terem informacdes sobre idade das amostras
coletadas. Isso ocorre devido os animais analisados terem sido coletados na natureza e néo
terem sido provenientes de biotérios e/ou cativeiros.

A densidade de plagueamento & um importante fator determinante da capacidade
proliferativa das células, uma vez que é necessario um numero minimo de celulas

plaqueadas para iniciar e manter uma proliferacdo efetiva em cultura para determinar a
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dindmica do seu crescimento (BALIN et al., 2002). Nos experimentos descritos nesta
dissertacdo, foram utilizadas 10° células para a curva de crescimento (NIH, 2008), 10°
células para o ensaio clonogénico e 4,2.10° células para os ensaios de diferenciacéo,
protocolo adaptado de Nardi & Meirelles (2006).

As CTA in vitro apresentam morfologia fibroblastoide e diferentes entre si e podem
ser mantidas em divisdo por um determinado periodo de tempo, embora esta capacidade
possa ser mais restrita quando comparada com CTE. A maioria das células adultas sofre no
maximo 50 a 60 divisbes antes de se tornar senescentes. Essa capacidade limitada
replicativa das células é conhecida como “limite de Hayflick” (HAYFLICK, 1965). Com o
acumulo de divisdes in vitro as células param de proliferar e se tornam maiores e mais
achatadas (BRUDER et al., 1997), o que esta possivelmente associado ao fendmeno da
senescéncia in vitro. Um dos mecanismos que levam a senescéncia celular é o
encurtamento dos telémeros sofrido durante o cultivo in vitro, que pode induzir a perda da
expressdo da enzima telomerase. A enzima telomerase € considerada um reldgio biolégico,
um indicador que a senescéncia celular ird se instalar inevitavelmente nas células em
cultivo e podera levar ao acumulo de alteracdes genéticas e epigenéticas, resultando em um
processo neoplésico. Estudos em teldmeros de CTM derivadas de doadores jovens sdo
maiores que os de doadores velhos (BAXTER, et al., 2004; GUILLOT et al., 2007). Esses
estudos comprovam que ocorre um encurtamento no tamanho dos telobmeros a cada
passagem in vitro, em torno de 1,5-2 kb, embora o tamanho original dos telémeros varie
em cada doador.

Alteragdes cromossoOmicas estruturais, tais como delecOes, translocacdes e
inversBes, representam um mecanismo importante pelo qual as células cancerigenas
desenvolvem-se gradualmente, uma vez que estas alteracbes cromossdémicas podem levar a
uma expressdo anormal de muitos genes, podendo assim desencadear 0 processo
neoplasico (DUESBERG et al., 2005; MITALIPOVA et al., 2005). Situacdo similar foi
observada em CTE humanas cultivadas como descrito em Draper et al. (2004).

Nos tecidos as CTA mantém um balancgo entre proliferacdo e apoptose. As células-
tronco tem um papel fundamental na manutengdo e reparo tecidual. Sua longevidade é
dependente de um controle da expressdo génica, proliferacdo, ciclo celular e sinais de

diferenciacdo. Em contrapartida as anormalidades genéticas, associadas a idade, sugerem
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que a falta de reparacdo do DNA pode contribuir para o processo de envelhecimento
(PARK & GERSON, 2005).

A reparacdo do DNA mantém a estabilidade genética e a falta desse mecanismo
resulta na sua instabilidade e pode levar a um declinio da funcéo celular. As CTA sao
extremamente importantes na manutencéo dos tecidos ao longo da vida. Elas regeneram e
renovam os tecidos em resposta a danos e substituem as células diferenciadas que ja
exerceram sua funcdo. Devido ao longo tempo de exposicédo a agentes causadores de dano
ao DNA, as células-tronco necessitam de um mecanismo de reparacdo apurado para
assegurar a fidelidade a progénie (KENYON & GERSON, 2007).

Em CTE e CTA foram descritos anormalidades cromossomicas e alteragdes no
padrdo de expressdo génica, apOs mdultiplas divisdes in vitro (DRAPER et al., 2004,
RUBIO et al.,2005).

Devido a necessidade de expansdo in vitro das CTA, foi importante examinar a
estabilidade cromossémica. O cariotipo é um indicador confiavel para avaliar a
estabilidade genética e a transformacéo das células cultivadas in vitro (ZHAO et al, 2007).

Neste trabalho, culturas de células in vitro derivadas do epitélio de roedores foram
analisadas para estudos cromossdmicos na terceira passagem e apresentaram cariotipo com
namero dipléide normal e estavel ap6s cultivo in vitro. Esse resultado pode ter ocorrido em
virtude da passagem ser ainda inicial. Outra observacdo é a de que essas anélises
cromossomicas foram feitas ap6s o descongelamento e mesmo assim as células
mantiveram o namero dipléide normal, demonstrando que essa metodologia ndo afetou a
estabilidade gendmica das culturas, mesmo sendo considerada uma técnica invasiva para as
células em virtude da toxicidade do crioprotetor (DMSO) utilizado. Futuras analises em
passagens posteriores poderdo verificar a manutencéo da estabilidade genémica ou néo.

As CTM representam uma populacdo de ceélulas presentes na medula 6ssea
caracterizadas pelo seu formato fusiforme, aderéncia a superficie plastica e formacdo de
colonias de células semelhantes a fibroblastos, chamadas de unidades formadoras de
col6nias de fibroblastos (CFU-F- Colony Forming Unit-Fibroblasts) (FRIEDENSTEIN et
al., 1974), as quais possuiam capacidade para se diferenciar em colénias que produziam
pequenos depositos de 0sso ou cartilagem (PROCKOP, 1997; NARDI & MEIRELLES,
2006). Alguns fatores de crescimento podem estimular a proliferacdo de CFU-F in vitro,

tais com fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
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epidérmico (EFG) (GRONTHOS & SIMMONS, 1995), fator de crescimento de fibroblasto
basico (bFGF) (BIANCHI et al., 2003).

Sendo assim, realizamos ensaios clonogénicos cultivando CTA das amostras do
tecido epitelial dos roedores em baixa densidade celular (10° células), onde a
autorrenovacao celular foi avaliada.

Os resultados do presente estudo demonstraram que as CTA do epitélio dos
roedores quando comparados com ensaios de CUF-F de células derivadas de medula 6ssea
(CTM) em camundongos (MEIRELLES & NARDI, 2003; SUNG et al., 2008) e para CTM
de cdes (NEUPANE et al., 2008) apresentam eficiéncia semelhantes na formacdo de
colonias, morfologia homogénea semelhantes a fibroblastos e formato fusiforme com alta
taxa de crescimento e proliferacdo celular por varias passagens sucessivas sugerindo que as
mesmas possui indicativo de contetido potencial para a clonogenicidade.

Segundo a International Society for Cellular Therapy (ISCT), para caracterizar uma
celula como sendo CTM, sdo trés os requerimentos minimos para uma populagéo:
capacidade de aderéncia seletiva, em cultura, a superficie do plastico, potencial para
diferenciacdo in vitro em osteoblastos, condroblastos e adipdcitos e que a expressdo de
proteinas de membrana CD105, CD73 e CD90 esteja presente em mais de 95% das células
em cultura, e que CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou CD19 e HLA-DR néo
estejam expressos em mais de 95% das células em cultura (HORWITZ et al., 2005;
DOMICINI et al., 2006).

Como na caracterizacdo das células existem varios marcadores de proteinas de
membrana positivos descritos, porém nenhum deles especifico ou exclusivo para animais
silvestres, ndo foi possivel realizar estes testes em nosso trabalho para determinar a
presenca ou nao destes marcadores de proteinas de membrana nas células em estudo.

Neste trabalho desenvolvemos protocolos de diferenciacdo para confirmar a
identificacdo das células estabelecidas a partir de tecido epitelial para as linhagens
osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas, e garantir que nosso protocolo de
estabelecimento € confiavel.

As células isoladas de tecido epitelial apresentavam capacidade de aderéncia
seletiva, em cultura, a superficie do plastico e potencial para diferenciacdo em ostedcitos,

condrocitos e adipocitos, quando submetidas a estimulo apropriado.
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A metodologia empregada nos ensaios para diferenciagdo das células em cultura em
linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica, para identificagdo das CTA apresentou
resultados satisfatorios. As células apresentaram a marcacdo desejada atraves das
coloracdes Alizarin Red S, Alcian Blue e Oil Red O, utilizadas para a visualizacdo das
celulas em cultura induzidas para ostedcitos, condrocitos e adipocitos.

Durante o processo de diferenciacdo osteogénica as CTA cultivadas na presenca de
dexametasona, R-glicerolfosfato e AsAP 1000x diluidos em DMEM contendo 10% SBF
passaram a apresentar a formacédo de determinados focos de agregados celulares rico em
calcio indicando sua diferenciacdo para osteoblastos. Os osteoblastos quando corados com
Alizarin Red S apresentaram coloracdo vermelha devido a presenca de deposito de célcio o
que caracteriza a diferenciacdo osteogénica. O tempo de inducdo para diferenciacédo
osteogénica foi de 21 dias. A diferenciacdo osteogénica apresenta resultados semelhantes
aos demonstrados para CTM de camundongos (MEIRELLES & NARDI, 2003), CTM de
cdes adultos (CSAKI et al., 2007) e para CTM do corddo umbilical de cées (SEO et al.,
2009).

No processo de diferenciacdo condrogénica as CTA cultivadas na presenca de
insulina, fator de crescimento transformador 8 (TGF-R1) e AsAP 100x diluidos em DMEM
contendo 10% SBF secretam glicosaminoglicanos sulfatados, potente indutor de
condrogénese, responsavel pela formacdo de matriz extracelular constituinte da cartilagem
indicando sua diferenciacdo para condroblastos. Os condroblastos quando corados com
Alcian Blue apresentam coloracdo azul devido a presenca de matriz extracelular
constituinte da cartilagem o que caracteriza a diferenciacdo condrogénica. O tempo de
indugéo para a diferenciagdo condrogénica foi de 21 dias. Os resultados encontrados na
diferenciacdo celular condrogénica assemelham-se aos encontrados para a diferenciacédo
celular condrogénica de CTM de cdes adultos (CSAKI et al., 2007) e para CTM do cordéo
umbilical de cées (SEO, et al, 2009)

No processo de diferenciacdo adipogénica as CTA cultivadas na presenca de
Rosiglitazona, Insulina, Indometacina e Dexametasona diluidos em DMEM contendo 10%
SBF apresentam vesiculas lipidicas no citoplasma indicando sua diferenciacdo para
adipdcitos. Os adipdcitos quando corados com Qil Red O apresentam coloracdo vermelha.
O tempo de inducéo para a diferenciacdo adipogénica foi de 10 a 15 dias. Na diferenciacao

celular adipogénicas foram encontrados resultados semelhantes aos encontrados para a
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diferenciacédo celular adipogénica de CTM de cées adultos (CSAKI et al., 2007), CTM do
corddo umbilical de cées (SEO et al., 2009) e para CTM de camundongos (MEIRELLES &
NARDI, 2003).

Sendo assim, foi possivel comprovar a existéncia de outros animais da
biodiversidade brasileira que possam atuar como modelos experimentais para o estudo das
CTA, além da manutengdo dessas CTA em um banco de células da biodiversidade ser de
grande importancia para a conservacao genémica de espécies que futuramente possam
estar em risco de extincdo. Hayashi et al. (2011), inclusive, ja conseguiram em
camundongo a reconstituicdo do desenvolvimento de células germinativas primordiais
semelhantes as células (PGCLCs) in vitro com capacidade para gametogénese, originando
odcitos e espermatozdides a partir de embrides de células-tronco e os mesmos foram
considerados viaveis. Caso seja necessario e caso essas metodologias de producdo de
células germinativas estejam bastante desenvolvidas, no futuro serd possivel auxiliar nos
processos de reproducdo de espécies ameacadas de extingdo, permitindo a sua manutencao

a partir de um biorrepositério de células.
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8 - PERSPECTIVAS FUTURAS

1-Avaliar a estabilidade genémica, via cariotipagem, em passagens superiores as
analisadas aqui neste manuscrito;

2-Publicar os dados em periddicos de circulacdo internacional;

3-Continuar aplicando as técnicas aqui implantadas em outras espécies de animais

da Biodiversidade Amazobnica.
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9 - RESUMO DOS RESULTADOS
O conjunto de experimentos realizados e os resultados obtidos contribuiram para a

determinacéo das condicOes ideais para o cultivo e o estabelecimento das culturas de CTA

a partir de tecido epitelial dos roedores no Laboratorio de Citogenética da UFPA, atuando

como um marco nos estudos de células-tronco da biodiversidade da Amazonia.

A analise dos resultados obtidos no presente estudo permitiu a elaboracdo das

seguintes conclusoes:

1-

Foi possivel padronizar os métodos de isolamento, proliferacdo celular,
expansdo e caracterizacdo dessas células em linhagem osteogénica,
condrogénica e adipogénica;

Devido & necessidade de expansdo in vitro das CTA, é importante examinar a
estabilidade cromossdémica. O cariétipo é um indicador confidvel no controle
citogenético, na determinacdo da instabilidade cromossdmica e do processo
neoplasico das CTA cultivadas;

Faltam mais estudos sobre métodos de purificacdo das CT in vitro e bons
marcadores de superficie celular para acompanhar o desenvolvimento das
células em espécies silvestres;

Trés espécies de roedores silvestres da Amazdnia apresentaram capacidade de
proliferacdo e diversidade de diferenciacdo, sendo potencialmente fornecedores
de CTA provenientes da pele, podendo ser utilizados como organismos modelos
de estudos em CT.
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10 - CONCLUSAO

Culturas regulares de células epiteliais de roedores silvestres possuem capacidade
de proliferacéo e diferenciacdo em outros tipos celulares que indicam que:

1- O tecido epitelial de roedores abriga CTA indiferenciadas, passivel de
isolamento através da aderéncia ao plastico de cultivo e sdo encontradas em
todos os 6rgdos e tecidos poOs natais, porém raras e comumente dificeis de

identificar, isolar e purificar;
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