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EPIGRAFE

“A imaginagdo é mais importante que a ciéncia, porque a ciéncia é limitada, ao
passo que a imaginagdo abrange o mundo inteiro.”

Albert Einstein



RESUMO

Células-tronco adultas sdo conhecidas por seu potencial e plasticidade para se
diferenciar em véarios tipos celulares diferentes (multipoténcia), tendo assim,
implicagbes para a terapia celular, bem como biotecnologias reprodutivas. No
presente trabalho relatamos o isolamento e caracterizagdo de células-tronco
mesenquimais (CTM) derivadas de tecido adiposo de bovinos e bubalinos. As
células foram isoladas por digestdo enzimética da bidpsia do tecido adiposo e
cultivadas por pelo menos dez passagens in vitro,dando apoio a sua
capacidade proliferativa. Estas células também foram submetidas a
caracterizacdo imunofenotipica para visualizar a presenca de marcadores de
CTM, CD90, CD105 e CD79, e auséncia de marcadores de Células-Tronco
Hematopoiéticas, CD45, CD34 e CD73, A fim de provar a sua multipoténcia, as
células foram induzidas a diferenciacdo em trés tipos de células diferentes e
coradas com corantes tecidos-especificos (condrogénico-Alcian Blue,
osteogénica-Alizarina Red e adipogénica-Oil-Red O) para confirmar a sua
diferenciacdo em condrdcitos, ostoblastos e adipdcitos. Nossos resultados
indicam que o tecido adiposo de bovinos e bubalinos podem ser usados como
fonte de células-tronco mesenquimais (CTM), transformando-as em uma opcao
interessante de modelos animais para terapia celular e medicina regenerativa.
Além disso, essas células podem ser relevantes para a biotecnologia
reprodutiva desde o uso de CTM de doadoras nucleares, pois tém sido
associadas com um aumento nas taxas de desenvolvimento de embrides

clonados.

Palavras-Chaves: Células-Tronco; Bovinos; Bubalinos; Tecido Adiposo
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ABSTRACT

Adult stem cells are known for their potential and plasticity to differentiate into
several different cell types (multipotency), which has implications for cell
therapy as well as reproductive biotechnologies. In the present work we report
isolation and characterization of mesenchymal stem cells (MSCs) derived from
adipose tissue of cattle and buffaloes. Cells isolated by enzymatic digestion of
adipose-tissue biopsy were grown for at least ten passages in vitro giving
support to of their proliferative capacity. These cells were also subjected to
immunophenotypic characterization to visualize the presence, of CD90, CD105
and CD79, and absence, of CD45, CD34 and CD73, wich are positive and
negative markers of MSCs, respectively. In order to determine their
multipotency, the cells were induced to differentiate into three different cell
types and stained with tissue-specific dyes (Chondrogenic-Alcian Blue,
Osteogenic- Alizarin Red and Adipogenic-Oil-Red O) to ensure their
differentiation into chondrocytes, ostoblasts and adipocytes. Our results indicate
that adipose tissue of cattle and buffaloes can be used as a source of
mesenchymal stem cells (MSCs), turning them into an interesting option of
animal models for cell therapy and regenerative medicine. Additionally, these
cells may be relevant for reproductive biotechnology since the use of MSCs as
nuclear donors has been linked to an increase in the developmental rates of

cloned embryos.

Keywords: Stem Cell; Bovine; Bubaline; Adipose Tissue
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BSA Albumina Sérica Bovina

CD Cluster of Differentiation

CT Células-Tronco

CTA Células-Tronco Adultas

CTE Células-Tronco Embrionarias

CT™M Células-Tronco Mesenquimais

CTDTA Células-Tronco Derivadas do Tecido Adiposo
DAPI 4'.6-diamidino-2-phenylindole

DNA Acido Desoxirribonucléico

DMEM DUBECO Modified Epidermal Medium

FITC Fluorescein-5-isothiocyanate

HE Hematoxilina -Eosina

IBMX Isobutylmethylxanthine

PBS Phosphate Buffer Saline

PCR Reacgdo em Cadeia da Polimerase

PFA Paraformaldeido

RNAse Enzima de Acido Ribonucléico

SFB Soro Fetal Bovino

TN Transferéncia Nuclear

TNCS Transferéncia Nuclear de Células Somaticas
TUNEL Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling
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1 INTRODUCAO

Muito se fala hoje em dia sobre células-tronco (CT), embora estejam
presentes no dia-a-dia, com excec¢ao dos pesquisadores, poucas pessoas conhecem
realmente o que sdo e quais suas possiveis aplicacdes. Essa falta de conhecimento
faz com que se crie toda uma “mistica” em torno dessas células, ainda que tenham
um alto potencial terapéutico e diversas possibilidades cientificas, pesquisas sao
necessarias para conhecé-las melhor (Rehen e Paulsen, 2007).

Usando o termo “stem cell” (células-tronco em inglés) na base de dados do
Pubmed resulta em 176461 artigos demonstrando o interesse cientifico
internacional. No Brasil, esse interesse também é grande, ao procurar 0 mesmo
termo na opc¢ao “Brasil’” no banco de dados da Scielo, o maior banco sul-americano,
encontramos 316 artigos.

Na tentativa de caracterizar uma célula-tronco, Gimble et al. (2003),
explicaram que CT sado todas as células que possuem a capacidade de auto-
renovacgao e capacidade de diferenciacdo em linhagens de diferentes tipos celulares.
Para aplicacbes médicas, essas células devem satisfazer critérios como: ser
encontrada em quantidades abundantes; possibilidade de serem coletadas por um
procedimento minimamente invasivo; poderem ser diferenciadas por multiplos
caminhos de linhagens celulares de uma forma reproduzivel e serem seguras e
eficazes para um transplante autélogo ou alogénico (Gimble et al., 2003).

Essa capacidade de se manter indiferenciada e gerar outros tipos celulares é
0 que as tornam diferentes das outras células, pois mesmo em adultos, as CT ficam

quiescentes, estado de indiferenciacdo, podendo ou ndo gerar outros tipos celulares.



Diferente das células ja diferenciadas, que entram em senescéncia, estado
irreversivel do crescimento celular (Collado et al., 2007; Kawai et al., 2010).

Mesmo entre as CT, existem diferencas quanto a origem e o potencial de
diferenciacdo. Por exemplo, as CT em estagios embrionarios iniciais (CTE) dao
origem a todos os tecidos do corpo adulto e por isso sdo chamadas de
“pluripotentes”. CT em alguns tecidos adultos, envolvidas em reposig¢ao tecidual e
reparo, usualmente dédo origem a somente tipos celulares ja presentes no préprio
tecido do qual elas sao derivadas, por exemplo, CT da medula éssea dao origem a
células sanguineas (Vats et al.,, 2002). CT da medula éssea, por exemplo, dao
origem a células da linhagem hematopoiética e esse tipo de célula-tronco adulta é

chamado de “multipotente” (Passier e Mummery, 2003).

No entanto, essa capacidade de gerar diversos tipos celulares tanto in vivo
como in vitro , bem como 0s mecanismos que modulam a diferenciacdo em um tipo
celular especifico, ainda sdo muito discutidos. O grau de “plasticidade”, capacidade
de gerar outro tipo de tecido, permanece alvo de muitas discussdes e pesquisas

(Bjornson et al., 1999; Vats et al., 2002).

Apesar das CTE serem classificadas como totipotentes, pois geram células
dos trés folhetos embrionarios, essa propriedade requer certos cuidados
tecnolégicos para ser aplicada na engenharia de tecidos (Poulsom et al., 2002).
Além disso, esse tipo celular enfrenta sérias barreiras éticas em sua pesquisa, pois é
necessaria a morte de embrides para o seu isolamento (Diniz e Avelino, 2009). Em
contrapartida, as CT adultas, multipotentes, aparecem como opc¢ao, ja que células

do proprio individuo podem ser usadas para seu tratamento (Poulsom et al., 2002).



Por isso, as CT adultas, como as células-tronco mesenquimais (CTM),
representam uma fonte de células multipotentes, que sédo células progenitoras das
células de tecidos especificos (Pittenger et al., 1999). Por exemplo, células-tronco
derivadas de tecido adiposo (CTDTA) séo células fibroblastdides capazes de apoiar
tanto a hematopoiese quanto de se diferenciar em adipécitos, fibroblastos,
mioblastos, condrécitos e osteoblastos (Zuk et al., 2002). Além disso, embora CT
tenham origem mesodérmica, ha dados mostrando que eles também sdo capazes
de transdiferenciarem em células neurais (Sanchez-Ramos et al., 2000). Apesar
deste potencial limitado de diferenciacdo em relacdo as CTE, elas tém atraido muito
interesse a partir dos estudos em pesquisa basica e aplicada envolvendo sua
multipoténcia. CTDTA podem ser facilmente obtidas em grandes quantidades a
partir do tecido adiposo de individuos adultos e cultivadas in vitro, tornando viavel a
sua utilizacdo para aplicacbes a jusante, como por exemplo, os transplantes

autdlogos (Mccoy et al., 2008; Gimble e Floyd, 2009).

Comparada com a medula 6ssea, 0 que representa outra importante fonte de
CTM, o isolamento da gordura tem a vantagem de ser menos invasivo e resultar em
maiores quantidades de CT (Zuk et al., 2002; Rodriguez et al., 2005). Além disso, o
tecido adiposo resulta em culturas in vitro, composta quase exclusivamente de CTM,
engquanto a medula éssea resulta em culturas de células menos purificadas, uma vez

gue € a principal fonte de células hematopoéticas (Zhu et al., 2008).

Além da importancia das CTM em terapias com células humanas, elas séo
uma ferramenta extremamente valiosa na ciéncia basica e na producao de gado,
uma vez que a sua utilizacdo como doadoras de nucleos pode aumentar a eficiéncia
da transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) (Kato et al., 2004; Faast et al.,

2006).



No entanto, poucos sdo os trabalhos com animais de grande porte, como
bovinos e bubalinos, pois a maioria das pesquisas com CT sdo realizadas em
humanos, roedores, felinos e suinos (Bosnakovski et al., 2005). Sendo assim, a
hipotese deste trabalho é que o tecido adiposo de bovinos e bubalinos pode ser uma

nova fonte de CTM.

1.1 OBJETIVOS

1.1.2 Objetivo Geral

Estabelecer a técnica de isolamento, caracterizacdo e manutencdo do
potencial de diferenciacdo em diversos tecidos (multipoténcia) de células-tronco
adultas derivadas do tecido adiposo de bovinos e bubalinos, visando futuramente a

sua utilizacao na técnica de transferéncia nuclear animal.

1.1.3 Objetivos Especificos

- Estabelecer um protocolo de colheita de tecido adiposo e isolamento de
células-tronco adultas obtidas de bovinos e bubalinos.

- Confirmar o isolamento das CT por meio da analise de marcadores
especificos, mediante o uso de imuno-fluorescéncia, bem como, através da inducao
da diferenciacdo das CT isoladas nas linhagens: osteogénica, condrogénica e
adipogénica.

- Caracterizar a eficiéncia da diferenciacdo das CT, mediante o uso de

marcadores teciduais especificos.



3 REVISAO DE LITERATURA

As células-tronco (do inglés “stem cells”) ou células mae foram descritas pela
primeira vez por Friedenstein et al. (1974), os quais caracterizaram estas células
como células fibroblastéides capazes de formar coldnias (fibroblastos formadores de
colbénias: CFU-f). Tais células podem ser divididas em células-tronco embrionarias
(CTE), células-tronco fetais (CTF) e células-tronco adultas (Schwindt et al. 2005), no

entanto, iremos focar nas CT adultas, que sé@o as células alvo deste trabalho.

3.1 CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS E FETAIS

As CTE sao ditas pluripotentes por terem a capacidade de gerar todos o0s
diferentes tipos celulares. Elas podem ser removidas da massa celular interna do
embrido, no 4° ao 7° dia, dependendo da espécie, apds a fecundacédo, no periodo
em que é denominado de blastocisto. Estas células retiradas da massa celular
interna podem ser cultivadas, tornando-se uma linhagem de célula-tronco
embrionaria. Também séo conhecidos outros tipos de células pluripotentes, como as
células germinais embrionérias, encontradas em uma fase mais avangada do
desenvolvimento fetal (5° a 10° semana), e as células obtidas por transferéncia de
ndcleo soméatico em adultos (Zago e Covas, 2006).

Essas células possuem a capacidade de gerar os tecidos derivados dos trés
folhetos embrionérios e, quando cultivadas em condi¢cbes apropriadas, essas déo
origem a células que se proliferam e se renovam indefinidamente (Odorico et al.,
2001). Como envolve a “morte” de embrides, essa biotecnologia enfrenta grande
resisténcia por questdes éticas, sendo proibida em alguns paises. Apesar dessa

dificuldade, varios paises vém permitindo a pesquisa com CTE. Como mostraram



Diniz e Avelino (2009), a tendéncia internacional € reconhecer a legitimidade ética

da pesquisa cientifica com células-tronco embrionarias (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo dos paises estudados quanto a regulacdo de pesquisa com células-tronco
embrionarias. Fonte: Adaptado de Diniz e Avelino, 2009.

1-Paises que
pesquisa com CTE
linhagens importadas.

permitem a

com

2- Paises que permitem a
pesquisas com linhagens
nacionais e importadas

3- Paises que nao
permitem pesquisas
com CTE.

Republica Federal

Alemanha

da

Canada

Comunidade da Austrdlia
Confederacdo Suica

Coréia

Estado de Israel

Estados Unidos da América
Estados Unidos Mexicanos
Federacdo Russa

Japao

Reino da Dinamarca

Reino da Espanha

Reino da Noruega

Reino da Suécia

Reino dos Paises Baixos
Reino Unido da Gra-Bretanha e
Irlanda do Norte

Republica da Africa do Sul
Republica da Finlandia
Republica da Franga
Republica da india
Republica de Cingapura
Republica de Portugal
Republica Islamica do Ira
Republica Popular da China

Republica Italiana

No Brasil, a pesquisa com CTE foi aprovada pela Lei n.° 11.105 de 24 de

marco de 2005, conhecida como Lei de Biossegurancga. O artigo 5° da lei permite,

com restricées, a manipulagdo de embrides humanos, produzidos por fertilizagao in

vitro para coleta de CT. Posteriormente, foi regulamentada pelo Decreto n.° 5.591,

de 22 de novembro de 2005, que definiu como “embrides invidveis” aqueles com

alteracdes genéticas comprovadas que impedem o desenvolvimento por auséncia

de clivagem (Diniz e Avelino, 2009).



Ja as CTF, assim como as adultas, ndo se diferenciam espontaneamente e
ainda apresentam outras vantagens: estdo presentes em abundancia por todo o
organismo em desenvolvimento e possuem maior potencial de auto-renovacao.
Teoricamente, pode-se isolar CTF de qualquer tecido, desde que a extracdo ocorra
durante a formacdo destes tecidos no periodo fetal. No entanto, assim como as
CTE, h& importantes questfes éticas envolvidas na extracdo de tais células em
humanos (Schwindt et al. 2005).

Além de serem livres de questdes éticas, bovinos e bubalinos possuem um
grande apelo econdmico, ja que, segundo o Ministério da Agricultura, a
bovinocultura é um dos principais destaques do agronegdécio brasileiro no cenario
mundial, além disso, o rebanho bovino brasileiro proporciona o desenvolvimento de
dois segmentos lucrativos: as cadeias produtivas da carne e do leite. O valor bruto
da producdo desses dois segmentos € estimado em R$ 67 bilhGes, aliado a
presenca da atividade em todos os estados brasileiros.

O Ministério da Agricultura destaca também a importancia da bubalinocultura,
pois estéd se desenvolvendo no pais como uma alternativa rentavel e saudavel. I1sso
porque o bufalo se adapta facilmente em qualquer ambiente. A producéo e o
consumo de leite de bufalo vém crescendo em funcdo da demanda por alimentos
como queijo e manteiga. Os elevados teores de gordura e solidos totais no leite de
bdfala aumentam o rendimento na fabricacdo dos derivados em relagcéo ao leite de
vaca.

Em ralacdo a exportagdo, o Ministério do Desenvolvimento, Industria e
Comeércio Exterior explica que o Brasil hoje é o maior exportador mundial de carne
bovina, maior exportador mundial de carne de aves; e 0 quarto maior exportador

mundial de carne suina, desta forma, atingindo a marca histérica de US$ 11 bilh&es



em exportagfes de carnes em 2007.0 complexo carnes é o segundo item da pauta
de exportacdes do agronegaocio brasileiro, com a tendéncia de, em breve, se tornar o
lider em vendas para o exterior. Hoje fica atrds apenas do complexo soja.
Sobretudo, no @mbito social, 0 complexo carnes desempenha um importantissimo
papel e ja é responsavel pelo maior nUmero de empregos no agronegaocio brasileiro,
gera mais de 4 milhdes de postos de trabalho (20% do total da nossa agropecuéaria).

Ja a bubalinocultura tem um grande impacto sobre o Para, pois o rebanho
brasileiro esta estimado em torno de 1,15 milhdo de bubalinos, sendo a regido Norte,
com 720 mil animais, a maior produtora do Pais, com destaque para o Para, que
responde por 39% do rebanho nacional. Em seguida aparecem o Nordeste e 0

Sudeste, com 135 e 104 mil cabecas, respectivamente.

3.2 CELULAS-TRONCO ADULTAS

Embora apenas as células-tronco derivadas de embrides em estagios iniciais
de desenvolvimento sejam totipotentes, individuos adultos também mantém células
capazes de se diferenciar em varios tipos celulares (Passier e Mummery, 2003).
Células-tronco adultas (CTA) séo conhecidas por seu potencial e plasticidade em se
diferenciar em varios tipos diferentes de células de um individuo (multipoténcia)
(Bjornson et al., 1999). Isto tém implicagbes importantes para muitas areas da
medicina, uma vez que podem ser utilizadas para terapia celular em humanos e
animais. Teoricamente, terapias baseadas em CTA podem ser usadas para
regenerar um tecido comprometido, restabelecendo sua funcédo e até mesmo
reverter a deficiéncia fisica do paciente (Karp e Leng Teo, 2009).

Bjornson et al. (1999) demonstraram que uma CTA derivada de um tecido

altamente diferenciado e com limitada capacidade de proliferacdo pode seguir um



programa de diferenciacdo totalmente diverso se colocada em um ambiente
adequado. Eles utilizaram CT neurais para gerar células sanguineas geradas
normalmente por CT hematopoiéticas da medula 6ssea. Sugeriram com iSso que a
reativacdo de programas genéticos silenciados nédo requer transferéncia nuclear e
modificacdo do genoma. Hoje em dia ja ha evidéncias que as CTA tém capacidade
de diferenciacdo maior do que se tinha previsto anteriormente. Essas células,

portanto, entraram na discussdo como uma alternativa a “destruicdo” de embrides.

3.3 PERFIL DAS CELULAS-TRONCO

As CT apresentam algumas caracteristicas em comum dependendo de sua
origem, tipo ou estado. Alguns termos sdo bem conhecidos, como plasticidade e
pluripoténcia, mas alguns termos sao tdo novos que ainda nem possuem traducao
para o portugués, como o termo “stemness”. Neste tépico, falaremos um pouco
sobre o perfil dessas células.

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy) criou requisitos minimos para caracterizar uma célula como sendo
CTM. Esses requisitos sdo trés: o primeiro € que as células devem ser isoladas de
uma populacdo de células mononucleares com base em sua aderéncia seletiva, em
cultura, a superficie do plastico. Comparando, no caso da medula 0ssea, as células
mesenquimais com as ceélulas hematopoéticas, uma desvantagem deste método é
uma possivel contaminacdo da cultura com células hematopoéticas elou a
heterogeneidade celular com relacéo ao potencial de diferenciagéo; o segundo € que
as proteinas de membrana CD105, CD73 e CD90 estejam presentes, e que as
proteinas CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou CD19 e HLA-DR nao sejam

expressas em mais de 95% das células em cultura; o terceiro € que essas células



10

possam ser induzidas a diferenciacdo em tecido 6sseo, cartilaginoso e adiposo
(Horwitz et al., 2005).

A microscopia de luz ou em contraste de fase, as CTM apresentam-se como
células fibroblastoides alongadas, fusiformes e pontiagudas, com ndcleo
eucromatico, oval, grande e central e, citoplasma abundante. Também pode ser
observado a microscopia eletrénica cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso
dilatadas, vacuolos lipidicos cheios ou vazios, corpos lisossomais e grande
quantidade de polirribossomos e ribossomos livres citoplasmaticos, além de
filamentos de actina bem organizados em suas extremidades (Tagami et al., 2003).

As CTM, quando senescentes sdo bem caracteristicas, apresentando-se
grandes, largas, achatadas, proliferam-se lentamente e expressam uma -
galactosidade associada a senescéncia (Fehrer e Lepperdinger, 2005). Células com
morfologia intermediaria sdo observadas no decorrer do cultivo (Digirolamo et al.,
1999).

Quanto ao potencial de diferenciacdo, Smith (2006) classificou as CT em seu
glossario: totipoténcia é vista nas células do zigoto e do meristema de plantas;
pluripoténcia é observada em células capazes de formar linhagens celulares de todo
0 corpo, incluindo células germinativas, e alguns ou mesmo todos os tipos celulares
extra-embrionarias, por exemplo, CTE; multipoténcia € uma caracteristica de células
que podem formar varias linhagens capazes de constituir um tecido inteiro, por
exemplo, CT hematopoiéticas e mesenquimais; oligopoténcia é a capacidade de
algumas células formarem duas ou mais linhagens dentro de um tecido, por
exemplo, CT neurais, que pode criar um subconjunto de neurdnios no ceérebro;
unipoténcia a capacidade presente em determinadas células de formar uma Unica

linhagem, por exemplo, CT de espermatogobnias.
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O potencial de diferenciacdo esta intimamente ligado a plasticidade das CT,
por exemplo, CTE séo conhecidas por possuirem a maior gama de potencial; visto
que ceélulas pluripotentes sdo, essencialmente, capazes de dar origem a células
encontradas em todas as trés camadas germinativas do embrido e esta propriedade,
juntamente com certos requisitos tecnoldgicos, tem permitido que CTE sejam usadas
para projetar cepas de humanos, ratos, porcos e ovelhas (Poulsom et al., 2002).

Lanza et al. (2009), em seu livro, explica o termo “stemness” relacionado a

“w

caracteristicas moleculares. “Stemness’ se refere a processos moleculares comuns
relacionados ao nucleo das CT com propriedades de auto-renovacao e a geracao de
descendentes diferenciados. Apesar das CT possuirem diferentes microambientes
celulares ou nichos que, por necessidade, tém diferentes demandas fisiologicas e,
portanto, distintos programas moleculares, provavelmente existem certas
caracteristicas genéticas especificas e compartilhadas por todas as células-tronco”.
Bydlowski et al. (2009) descreveram que o0 grande problema na
caracterizacdo das CTM é que ndo ha um marcador positivo definitivo para elas. Ha
uma gama ampla de marcadores positivos descritos, mas cada grupo de
pesquisadores usa diferentes marcadores, nenhum deles especifico ou exclusivo as
estas ceélulas. Talvez as diferencas entre os estudos possam ser atribuidas a
variacbes nos metodos de cultura ou ao estagio de diferenciacdo das células. De

gualguer modo, sem marcadores definidos, os estudos in vivo das linhagens

celulares tornam-se muito dificeis.

3.4  CELULAS-TRONCO DO TECIDO ADIPOSO
O tecido adiposo é um tecido altamente complexo e é composto de adipdcitos

maduros, preadipécitos, fibroblastos, musculo liso, células endoteliais,
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macrofagos/mondcitos residentes (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003) e linfécitos
(Caspar-Bauguil et al., 2005). Assim como a medula éssea, o tecido adiposo é
derivado do mesénquima, contém um estroma de suporte que pode ser facilmente
isolado e permite a extracdo de um grande volume de tecido com uma baixa
morbidade. Baseado nisso, o tecido adiposo pode representar uma fonte de CTA e
gue pode ter uma grande utilidade em diversos campos da ciéncia e da medicina
regenerativa (Rodriguez et al., 2005).

Rodbell e Jones (1966) realizaram os primeiros trabalhos com o isolamento
de células da gordura. Eles picaram gordura de ratos, lavaram para retirar células de
origem hematopoiética e incubaram fragmentos do tecido com colagenase,
centrifugando o material resultante, eles separaram a porcéao flutuante de adipdcitos
maduros do pellet da fracdo vascular estromal. A fracdo vascular estromal é
composta de uma populacdo heterogénea de células, incluindo células circulantes
do sangue, fibroblastos, pericitos e células endoteliais bem como “pré-adipdcitos” ou
progenitores de adipécitos (Rodbell e Jones, 1966).

Zuk et al. (2001) mostraram a existéncia de CT da familia das CTM no tecido
adiposo e desde entdo varios grupos passaram a estudar essas celulas (CTDTA)
que ja provaram ter o potencial de diferenciacdo adipogénico, osteogénico,
condrogénico e miogénico (Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002). Hoje em dia, estas
células podem ser consideradas como uma das melhores fontes de CT para varios
tipos de estudos clinicos, pela sua facilidade de isolamento e multipoténcia (Zhu et
al., 2008).

Com relacdo ao seu potencial terapéutico, ja foram obtidas células
semelhantes a cardiomidcitos (Planat-Benard et al., 2004) e células endoteliais

(Planat-Benard et al., 2004) apds a cultura de células estromais de tecido adiposo.
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Além do mais, artigos reportando que CTDTA tém a capacidade de participar na
regeneracdo muscular (Bacou et al. ,2004) e promover neovascularizacdo (Planat-
Benard et al., 2004) ap06s a sua transferéncia em modelos animais, dao suporte para
0 conceito de que o tecido adiposo é uma nova fonte de CT (Rodriguez et al., 2005),
podendo ndo originar, mas sim reservar estas células (Crisan et al., 2008).

CTDA podem ser mantidas ex vivo utilizando-se um procedimento padrao
(Rodriguez, et al., 2005). Elas apresentam uma vasta capacidade de renovacgao in
vitro, cariotipo dipléide normal, mantém a capacidade de sofrer diferenciacdo em
muitos tipos celulares mesenquimais, como adipdcitos, mesmo apds grande periodo
de expansdo e suportam o procedimento de criopreservacdo sem perda da
propriedade multipotencial (Rodriguez et al., 2005).

Mais recentemente, Zhu et al. (2008) trabalhando com humanos, otimizaram
um método de colheita destas células e no laboratério conseguiram manté-las em
estadio indiferenciado por cerca de 25 passagens celulares, confirmaram o seu
grande potencial de diferenciacdo e chegaram a afirmar que se tratam de CT

melhores que as obtidas a partir da medula 6ssea.

3.5 CTDTA COMO DOADORAS DE NUCLEO

A clonagem animal envolve a transferéncia do nucleo de uma célula somatica
de origem embrionaria (clonagem embrionaria), fetal ou adulta (clonagem somatica)
para o interior de um ovocito maduro cujo material genético foi previamente
removido com o embrido resultante sendo transferido para o Utero de uma receptora
(Wilmut et al., 1997). Nos ultimos 10 anos, desde o nascimento da ovelha Dolly,
gerada a partir de uma célula diferenciada da glandula mamaria (Wilmut_et al.,

1997), animais clonados de células somaticas ja foram gerados em 15 espécies



14

diferentes - bovinos, camundongos, cabras, ovelhas, porcos, coelhos, gatos, ratos,
cavalos, mulas, cachorros, cervo, lobo, furbes [ferrets] e mais recentemente em
bufalos (Shi et al., 2007).

Embora existam dificuldades em todas as espécies, algumas chamam mais
atencdo dada sua importancia na aplicacdo médica como é o caso de primatas nao-
humanos, por exemplo, o0 macaco Rhesus cujo grupo de Mitalipov fez a primeira
clonagem deste animal (Mitalipov et al., 2007). A técnica utilizada foi a clonagem
terapéutica, pois produziram linhagens de CTE a partir de embrides clonados,
mostrando que podem servir como modelo para terapias em humanos (Byrne et al.,
2007).

Sabe-se que o0 o06cito possui todos 0s elementos necessarios para
reprogramar o nucleo de uma célula especializada, como um fibroblasto em uma
célula indiferenciada e mais que isso, a eficiéncia deste processo depende, entre
outros fatores, do nivel da diferenciacdo celular. J& foi relatado que, quando
blastbmeros provenientes de embrides (estagio 32-64 células) sdo utilizados como
doadores nucleares, as taxas de desenvolvimento sdo muito mais elevadas do que
aguelas obtidas quando as células adultas sdo empregadas na transferéncia nuclear
(TN) (Cheong et al., 1993; Hiiragi e Solter, 2005; Ono e Kono, 2006).

Tipicamente a eficiéncia da clonagem somatica a partir de células adultas,
medida como a propor¢cdo de proles viaveis em fungcdo do numero de embrides
clonados transferidos para receptoras, gira em torno de 1-5% (Heyman, 2005).

Durante a diferenciacdo celular, o genoma somatico adquire modificacdes
altamente especializadas no DNA e nas proteinas associadas ao DNA, sendo que
tais modificagcbes, chamadas de epigenéticas, sdo responsaveis pelo padrédo

espaco-temporal dos genes de uma determinada célula de um determinado tecido
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(Francastel et al., 2000; Muller e Leutz, 2001). Essas mudancas incluem o
aparecimento da metilacdo do DNA, trimetilacdo de histonas e outras modificacdes
inativas da cromatina.

Assim, foi levantada a hipétese de que o uso de CTDTA doadoras de nucleo
podem representar um aumento nas taxas de NT , pois sdo menos diferenciadas (ou
pelo menos ainda abrigam fatores tréficos) que outras células somaticas comumente
utilizadas para esta finalidade (como as células da granulosa e fibroblastos) (Faast
et al., 2006; Jin et al., 2007). Como CTDTA podem ser facilmente isoladas e
cultivadas in vitro, como os fibroblastos, sua utilizacdo ndo exigiria mudancas no
protocolo de transferéncia nuclear padrdo ou representaria custos adicionais a
tecnica (Rodriguez et al., 2005).

Essa hipotese € suportada principalmente por trés linhas de evidéncia
oriundas de experimentos com clonagem de camundongos nos quais foram
utilizados: 1) blastbmeros em estadios progressivamente mais avancados (Cheong
et al., 1993; Hiiragi e Solter, 2005; Ono e Kono, 2006); 2) CTE (Rideout et al., 2000;
Eggan et al., 2001; Humpherys et al, 2001); 3) e células somaticas
permanentemente diferenciadas como linfocitos (Hochedlinger e Jaenisch, 2002;
Inoue et al., 2005) e neurdnios (Wakayama et al., 1998; Yamazaki et al., 2001,
Eggan et al., 2004; Li et al., 2004; Makino et al., 2005). Estas comparagfes tém
demonstrado que o uso de blastbmeros, em estadios iniciais, resulta em uma
eficiéncia muito maior de clonagem em comparacdo as células somaticas (Hiiragi e
Solter, 2005). Aléem do mais, quando comparada com outras técnicas de reproducao
assistida, como a fecundacao in vitro, a clonagem se destaca pela sua baixa

eficiéncia em torno de 5% (Heyman, 2005). O que indica um claro efeito da
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dificuldade de reprogramacéo nuclear em funcdo do grau de diferenciacdo celular

(Figura 1).

Taxa de Prenhez 4

~ 4 = controle AV
" 3 = clonagem Embriondria

2 = clonagem somdatica Fetal

D35

D21

1 = clonagem somdtica Adulta

Transferéncia

Dias de Gestacdo

Nascimento

Figura 1. Comparacéo entre os tipos de clonagem e a fecundacéo in vitro com relagdo ao

estabelecimento e a progresséo da gestagdo. Fonte :Adaptado de Heyman, 2005.

Faast et al., (2006) sugeriram que o uso de células menos diferenciadas, por

serem mais facilmente reprogramaveis, poderia aumentar a eficiéncia da técnica em

comparacdo ao uso de células mais diferenciadas. Kato et al. (2004) foram os

pioneiros na tentativa de utilizagdo de CTA como doadoras de nucleo na técnica de

clonagem. Os autores isolaram CTA, CTM bovinas da medula 6ssea e mostraram

gue estas células foram reprogramadas pelo citoplasma oocitario, apresentando um

indice elevado de desenvolvimento embrionario e de individuos a termo.

Posteriormente, foi demonstrado que embrides clonados derivados de CTA de

bovinos e suinos resultaram em alta taxa de desenvolvimento pré-implantacional

guando comparados aos embrides clonados de fibroblastos adultos (Colleoni et al.,
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2005). Alem disso, foi demonstrado que as CT da medula 6ssea suina podem ser
modificadas geneticamente de forma transitéria ou permanente quando tratadas com
vetores virais e ndo virais o que as torna atrativas para modelos de doencas e para a
producdo de animais transgénicos (Colleoni et al., 2005; Bosch et al., 2006).

Faast et al. (2006) isolaram células mesenquimais da medula éssea de suinos
e as utilizaram como doadoras de ndcleo para a clonagem. Neste estudo os autores
relataram que apesar de ndo ter havido diferenca da taxa de clivagem entre
embrides clonados de CTM e de fibroblastos (grupo controle), a producdo de
blastocistos foi duas vezes maior no grupo de onde foram utilizadas CT, resultado
que, segundo os autores, reforca a hipétese de que o uso de células menos
diferenciadas pode aumentar a eficiéncia da clonagem.

Mais recentemente, Jin et al. (2007) utilizaram também CTA da medula 6ssea
de suinos para a clonagem e mostraram que o desenvolvimento embrionario dos
embrides clonados a partir destas células foi quantitativamente (taxas de clivagem e
formacao de blastocisto) e qualitativamente (taxa de apoptose — técnica de TUNEL)
similar ao desenvolvimento de embrides fecundados in vitro e superior quando
comparado aos embrides clonados a partir de fibroblastos adultos.

Embora o uso de CTE como doadora nuclear possa resultar em um aumento
na eficiéncia da TN em relacdo ao TNCS, a sua cultura in vitro ainda n&o foi bem
estabelecida para algumas espécies como, por exemplo, em bovinos e bubalinos.
Além disso, ha evidéncias de que o uso de CTM como doadoras de nucleo aumenta
as taxas de desenvolvimento da clonagem de animais domésticos, como suinos e
bovinos (Lee et al.,2010.; Colleoni et al., 2005). As CTM utilizadas nestes estudos
foram derivadas de tecidos como medula éssea, que ndo pode ser adquirido tdo

facilmente quanto aqueles recuperados do tecido adiposo, implicando em limitacdes



18

praticas. Além disso, embora existam protocolos para o isolamento de CTM
derivadas de tecido adiposo de muitas espécies, incluindo seres humanos e equinos
(Zuk et al., 2002; De Mattos Carvalho et al., 2009), até o presente momento ndo ha
dados publicados que descrevem tal procedimento para grandes ruminantes
(bovinos e bubalinos). Portanto, o objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar e
investigar o potencial de diferenciacdo multiinhagens de CTM provenientes de

tecido adiposo de bovinos (Bos indicus) e bubalinos (Bubalus bubalis) adultos .
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os materiais de plastico foram comprados da Corning Inc. (Corning,
NY) e os produtos quimicos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Os procedimentos
experimentais in vitro foram realizados em incubadoras umidificadas e mantidas a
38,5 °C com atmosfera gasosa com 5% CO,. O estudo foi realizado em
conformidade com as diretrizes internacionais para o tratamento e a utilizacdo de
animais experimentais. Cinco e trés isolamentos de CTDTA foram realizados para

bovinos e bubalinos, respectivamente.

4.1 ISOLAMENTO E CULTURA DAS CTDTA

O tecido adiposo de bovinos adultos (B. indicus) e bubalinos adultos (B.
bubalis) foi coletado de abatedouro (SOCIPE/PA), o tecido adiposo foi extraido com
auxilio de materiais cirdrgicos para a recuperacao de cerca de 5 g de tecido adiposo,
gue foi extensivamente lavado com soluc¢éo salina fria suplementada com 400 pg/mi
de estreptomicina (Gibco) e 400 unidades/mL de penicilina (Gibco).

No laboratério de Fertilizacéo in vitro da UFPA, o tecido foi macerado por 30
minutos com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril em uma placa de petri e
digeridos com 0,001% de colagenase tipo | (Gibco, Grand Island, NY) diluido em
alpha meio essencial minimo (a-MEM, Gibco), com 100 pg/mL de estreptomicina,
100 unidades/mL de penicilina e 50 pug/mL de nistatina. Apés um periodo de 3 horas
de digestédo por colagenase, com temperatura controlada a 38,5 °C, a atividade da
enzima foi neutralizada por adi¢&do de igual volume de a-MEM contendo 15% de soro
fetal bovino (SFB, Gibco), 83,4 pg/ml de sulfato de amicacina e 50 pg/mL de

nistatina. O tecido tratado foi centrifugado a 300 x g por 10 min e o precipitado
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ressuspendido em a-MEM suplementado com SFB 15%, 83,4 ug/mL de sulfato de
amicacina e 50 pug/mL de nistatina. Ele foi novamente centrifugado a 300 x g por 10
min e o pellet foi ressuspendido e plaqueado em placas de plasticos de, 35 mm no
mesmo meio de cultura. As células foram mantidas em incubadoras e o meio de
cultura foi substituido a cada dois dias, exceto para a primeira mudanca de meio foi
realizada 24 horas apoés a cultura das células. As células ndo-aderentes, incluindo as
hematopoiéticas, foram retiradas com a primeira mudanca de meio. Quando a
cultura alcancou 60-75% de confluéncia, as células foram tripsinizadas (Tryple
Express, Gibco) e plaqueadas em novas placas em a-MEM com 15% de SFB e 83,4

png/mL de sulfato de amicacina.

4.2 CRESCIMENTO CELULAR

O crescimento celular foi acompanhado através de dez passagens seguindo o
protocolo sugerido por Bruder et al. (1997). Neste caso, 3x10* ou 4x10* células
foram semeadas em placas de 35 mm e replaqueadas a cada dois e trés dias,
respectivamente para os bovinos e bubalinos. Além disso, para testar a resisténcia
da célula ao crescer apés o descongelamento, as células foram congeladas em 90%
de SFB e 10% de DMSO na primeira, segunda, terceira e quarta passagem, foram

descongeladas e novamente submetidas a cultura in vitro.

4.3 CARACTERIZAQAO IMUNOFENOTIPICA.
As células foram caracterizadas pela presenca de marcadores de superficie
exclusivos de CTM: CD105 (endoglin), CD90 (Thy-1) e CD73; e também para a

auséncia de marcadores exclusivos de células hematopoiéticas: CD34, CD45 e
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CD79a, como relatado anteriormente (Horwitz et al., 2005), a fim de excluir a
possibilidade de contaminacao de cultivos celulares.

Os anticorpos primarios foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA), anticorpos secundarios conjugados com Alexa 488 e Alexa 594 foram
adquiridos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA), e o anticorpo secundario conjugado
com Cy3 foi comprado de Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove , PA).
Células na primeira ou segunda passagem foram plagueadas em laminulas e
cultivadas por dois dias. Elas foram entdo lavadas em PBS e fixadas em
Paraformaldeido 4% em PBS por 15 min em temperatura ambiente e novamente
lavada em PBS. Em seguida, as células foram incubadas em 0,4% de albumina
bovina (BSA) em PBS por 15 minutos em temperatura ambiente. Com os anticorpos
primarios (CD105, CD90, CD73, CD34, CD45 e CD79) foi feita incubacéo durante a
noite a 4 °C diluidos (1:50 ) em PBS. Os controles negativos foram considerados em
todas as andlises de incubacdo, sem anticorpos primarios. As células foram entao
extensivamente lavadas em PBS e incubadas por 45 min a temperatura ambiente,
com 1:50 (Alexa488 e Alexa594) - ou 1:200 (Cy3). Os nucleos das células foram
corados com 10 pg/mL de Hoechst 33342 em PBS por 15 minutos em temperatura
ambiente. Finalmente, as células foram lavadas, montadas em laminas de
microscopio e analisadas em um microscopio de fluorescéncia em ampliacdo de
200x (Nikon Eclipse TE 300, Nikon Instruments Inc., Toquio, Japao). Os controles
negativos foram analisados para remover o background dos anticorpos secundarios

devido a coloracéo inespecifica das células.

4.4  DIFERENCIACAO IN VITRO
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As células foram testadas quanto a sua capacidade de diferenciacdo em
células osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas baseado no protocolo sugerido
por Zuk et al., 2002. Para a diferenciacdo osteogénica 3x10* células na terceira a
quinta passagem foram cultivadas em placas de plastico durante a noite. Para a
diferenciacdo osteogénica o meio de cultura foi substituido por a-MEM com 2% de
SFB, 0,1 uM de dexametasona, 50 uM de acido ascérbico-2-fosfato, 10 mM de -
glicerofosfato e 83,4 ug/mL de sulfato de amicacina e cultivadas in vitro por trés
semanas. Para diferenciacdo adipogénica as células foram cultivadas como descrito
anteriormente e cultivadas com D-MEM (Gibco) suplementado com 2% de SFB, 1
UM de dexametasona, 10 pM de insulina, 100 uM de indometacina, 0,5 mM de 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX) e 83,4 mg/mL de sulfato de amicacina durante trés
semanas. Para a diferenciacdo condrogénica as células foram plaqueadas como
mencionado acima e cultivadas por trés semanas com a-MEM, 6,25 ug/mL de
insulina, 10 ng/ ml de TGF-B1, 50 nM de acido ascérbico-2-fosfato e 83,4 ug/ml de
sulfato de amicacina. Como controles negativos, as células foram plaqueadas como
acima e cultivadas em meio de cultura normal (a-MEM com 15% de SFB e 83,4
pg/ml de sulfato de amicacina). Para os trés protocolos de diferenciacdo, o meio foi
trocado a cada dois dias. As células foram analisadas para alteragcbes morfolégicas

a cada dois dias.

45  ANALISE DA DIFERENCIACAO

Para confirmar a diferenciacdo celular apos a exposicdo a cada um dos
protocolos, as células foram lavadas duas vezes com PBS, fixadas em PFA a 4% em
PBS por 15 minutos em temperatura ambiente, lavadas novamente em PBS e

coradas como descrito abaixo. Resumidamente, para a diferenciagcdo osteogénica a
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deposicdo de célcio foi visualizada através da coloracdo de células com 2% de
Alizarin Red S na agua (pH 4,1) como descrito anteriormente (Yamamoto et al.,
2007). Para diferenciacdo adipogénica a acumulacdo intracelular de vacuolos
enriquecidos de lipideos foram visualizados através da coloracdo de células com
1,25% Oil Red O em Isopropanol em 30% por 10 min a temperatura ambiente,
seguido por lavagem com Isopropanol 60% (Zuk et al.,, 2002). A diferenciacéo
condrogénica foi verificada a presenca de proteoglicanos nas células pela coloracéo
de Alcian Blue 1% em 3% de &cido acético (pH 2,5) como ja foi relatado por (Zuk et
al., 2002). Células marcadas foram visualizadas em microscopio invertido a

ampliacdo de 400 x (Nikon Eclipse 50i, Nikon Instruments Inc.).



24

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com relatorios anteriores (Zhu et al. 2008; Zuk et al. 2002), o tecido
adiposo de bovinos e bubalinos resultou em uma grande quantidade de CTA, pelo
menos 10° células, apds trés dias de cultura para cada 5 g de tecido adiposo, que

aderiram a as placas de cultura pouco depois do plagueamento e apresentou uma

morfologia fibroblastéide com um Unico nucleo (Figura 2a e 2b).

Figura 2. Células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTDTA) de bovinos (a) e bubalinos (b). Barra

de escala = 50 mM.

Nenhuma diferenca morfologica foi observada entre CTA de bovinos e
bubalinos. CTA de bovinos mostrou uma curva de crescimento exponencial durante
as primeiras oito passagens (até o 14° dia de cultura), enquanto as CTA de
bubalinos cresceram exponencialmente durante as dez primeiras passagens ou até

0 27° dia de cultura (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de crescimento das células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTDTA) de bovino

e bubalinos. CTDTA foram replaqueadas a cada dois ou trés dias, respectivamente.

Em resumo, as CTA foram morfologicamente similares as CTM previamente
isoladas de outras espécies (Bourzac et al.2010;. De Mattos Carvalho et al, 2009;.
Neupane et al, 2008;. Rodriguez et al, 2005;. Yamamoto et al, 2007) ou de outros
tecidos (Bosnakovski et al, 2005;. Raoufi et al., 2010), dando suporte a sua origem
MSC.

Em relacdo a caracterizacdo das CTDTA por imunocitoquimica, noés
fornecemos um painel com marcadores especificos positivos e negativos para
ambas as CTDTA de bovinos e bubalinos. A cultura das duas espécies foram
consideradas positivas para CD105, CD90, CD73 (Figura 4 a-c e a'-C’), que sao

exclusivamente encontrados em CTM.
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Figura 4. Caracterizacdo imunofenotipica das CTDTA de Bovinos (af) e bubalinos (a'-f '). As CTDTA
foram analisadas para a presenca demarcadores de CT positivos, CD105 (ae a '), CD90 (b e b') e
CD73 (c e c '), e negativos, CD 34 (de d "), CD45 (e e e') e CD79a (F e F '), marcadores de CTM.
Estes marcadores sdo indicados por cores vermelha ou verde. Todas as células foram coradas com
Hoechst 33342 (indicado pela cor azul) que cora exclusivamente o nucleo das células. Barra de

escala = 25 mm.

Por outro lado, os marcadores negativos para CTM, CD34, CD45 e CD79,
nao marcaram as CTDTA de bovinos ou bubalinos (Figura 4 d-f e d'-f '), indicando
auséncia de contaminacdo de células hematopoiéticas na cultura. As células

hematopoiéticas sdo conhecidas por serem menos capazes de se grudar a
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superficie das placas de cultivo o que permite a sua remocao ap6s a mudanca do
meio de cultura (Horwitz et al., 2005). N&o foi observada diferenca entre bovinos e
bubalinos quanto a coloracdo imunocitoquimica. Assim, as células de bovinos e
bubalinos sdo positivas para marcadores especificos de CTM, caracterizando assim,
o tipo de CT presente no tecido adiposo (Dominici et al., 2006).

O potencial de diferenciagdo em multilinhagens foi testado in vitro, o padréo
de alterac6es morfolégicas foi observado nas células dependendo do protocolo de
diferenciacéo e tempo de tratamento. A primeira alteracdo morfologica foi observada
dentro de uma semana de tratamento para os trés protocolos de diferenciacdo. E
importante ressaltar que as alteraces morfolégicas em resposta aos tratamentos
foram vistas pela primeira vez em células de bufalos do que em bovinos. Estas
alteracdes incluiram acumulo de lipidios durante a diferenciacdo em adipdcitos e
aumento do tamanho das células durante a diferenciacdo osteogénica e
condrogénica. Células submetidas a diferenciagdo em ostedcitos mostraram um
aumento em seu tamanho apés uma semana de tratamento e dentro de trés
semanas coraram positivamente para Alizarin Red, indicando a deposi¢cdo de matriz
mineralizada (Figura 5 a e a’).

Um aumento no tamanho das células também foi observado nas células
submetidas a diferenciacdo em adipdécitos, que comecou a desenvolverem-se como
vesiculas lipidicas dentro de uma semana de tratamento. Apos duas a trés semanas
essas vesiculas estavam presentes em quase todo o citoplasma e eram coradas
positivamente para o Oil Red O (Figura 5b e b’). Finalmente, matrizes ricas em
glicosaminoglicanos foram encontradas em células submetidas a diferenciacao
condrogénica ap0s uma a duas semanas de tratamento através da coloracdo com

Alcian Blue (Figura 5c e c ).
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Figura 5. Analise da diferenciacdo das células-tronco derivadas de tecido adiposo. Osteogénico (a e
a’), adipogénico (b e b ') e condrogénico (c e c') de bovinos (a-c) e bubalinos (a'-c ) CTDTA. Barra de
escala = 50 pm.

Outros relatos ja descreveram o isolamento de CTM de diversas espécies e
tecidos (Neupane et al., 2008; Yamamoto et al., 2007; Carvalho et al. 2010; Raoufi et
al. 2010), mas nunca tinham relatado o isolamento de CTDTA de bovinos e
bubalinos. Nossos resultados estdo de acordo com os relatérios anteriores sobre a
morfologia das células, o tempo de duplicacdo e diferenciacdo. Conforme descrito
aqui, o tecido adiposo pode ser facilmente extraido para o isolamento das CTM sem
contaminacdo por células hematopoiéticas. Além disso, a abundancia de CTM é
derivada de uma pequena bidpsia de tecido adiposo (5 g), tornando esta técnica
viavel para ser utilizada em larga escala e aplicacdes a jusante (Zhu et al., 2008).

Terapias emergentes baseadas em células podem beneficiar-se de uma fonte
de CT autélogas multipotentes, e tecido adiposo representam uma fonte potencial de
CTA para aplicagdes de engenharia de tecidos no presente e em muitos outros

campos (Satija et al, 2007) E sabido, entretanto, que varios estudos e ensaios
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clinicos sdo necessarios para antes que estas terapias estejam disponiveis em seres
humanos (Satija et al, 2007). Esses estudos incluem modelos de origem animal que
podem ser realizados em bovinos, uma vez que se tem reconhecido como um
modelo valido para tal finalidade (Chacko e Ranganathan, 2009). Comparado com o
modelo do rato, 0 modelo bovino é geneticamente mais proximo aos seres humanos
(Miziara et al., 2004), apresentam um maior tempo de vida (Clark et al., 2003), etc.
Além disso, estudos sobre bovinos é eticamente mais aceitavel do que os estudos
baseados em modelo de primata ndo-humanos. Neste contexto, a descricdo de um
meétodo de isolamento e cultura de CTM de tecido adiposo de bovinos e bubalinos é
relevante como um modelo para estudos basicos e aplicados envolvendo CT
humanas (Miziara et al., 2004). Por outro lado, nos relatérios anteriores tém
demonstrado um efeito positivo do uso de CTM de doadores nucleares no NT,
quando comparado as células somaticas como, por exemplo, fibroblastos (Faast et
al., 2006), o que torna a sua utilizacdo com esse fim cada vez mais interessante,
pois isso pode levar a um aumento na eficiéncia da clonagem de animais através da
técnica de NT. Portanto, criar um método simples para isolamento e cultivo das CTM

€ determinante para viabilizar seu uso.

6 CONCLUSAO
De acordo com o0s nossos resultados, podemos concluir que CTM estéo

presentes no tecido adiposo de bovinos e bubalinos, podem ser isoladas por um
procedimento simples e mantidas in vitro sem perda aparente de sua capacidade
proliferativa nas passagens iniciais. Por essa facilidade, essas células podem ser
uma alternativa como doadoras de nucleo na TN. Além disso, elas foram capazes de

gerar tecidos diferentes (condrogénico, osteogénico e adipogénico), provando seu
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potencial de diferenciacdo em multilinhagens, o que as tornam um novo modelo de

terapias celulares e engenharia de tecido.
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