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RESUMO

As células-tronco adipoderivadas (ADSC) constituem-se numa subpopulacdo de células-
tronco mesenquimais amplamente estudadas, dada a facilidade de obtencao de tecido adiposo
subcutaneo, em humanos e animais, para isolamento celular. Diversos protocolos de cultivo
celular tem sido descritos na literatura especializada, com grande variabilidade dos dados de
clonogenicidade, cinética celular e viabilidade, denotando a necessidade de reprodutibilidade
e padronizacdo das técnicas de cultivo e ensaios in vitro. Asim, este trabalho tem como
objetivo caracterizar as ADSC suinas, por meio de método enzimaético utilizando apenas 1
grama de tecido subcutaneo, empregando 4 ensaios in vitro fundamentais. Para tanto, a coleta
de tecido adiposo foi realizada em dois porcos higidos, com idade entre 70-90 dias, oriundos
do criatdrio de suinos do setor de Zootecnia da Universidade Federal do Piaui. O material foi
dissociado mecanicamente em uma placa de petri, sendo adicionado colagenase do tipo | para
digestdo enzimatica, incubado em estufa idmida a 37°C com 5% de CO, e 95% de umidade
durante 30 minutos. A reacdo enzimatica foi neutralizada pela adi¢do de meio de cultura basal
completo alpha-MEM a 37°C, suplementado. As culturas foram expandidas em garrafas de
25cm? até a 3 passagem, fotografadas em microscopio invertido. Apés o estabelecimento da
cultura, foi realizada a avaliacdo da morfologia celular, ensaio de unidade formadora de
coldnia, cinética celular utilizando azul de Trypan e MTT, plasticidade e caracterizacdo
imunofenotipica. O processo de isolamento das CTMA demonstrou em todas as amostras
adesdo a superficie plastica e morfologia celular variando de fusiforme a fibroblastoide,
nucleos esféricos e proliferacdo em monocamada, comprimento médio de 46,34 + 13,50um e
largura média de 7,61 + 1,23um. No ensaio de UFC foi possivel observar a formagdo de 187
colénias bem definidas. Na curva de crescimento com Trypan as células apresentaram
concentracdo média de 1,69 + 1 x 10° células por poco cultivado e viabilidade média de 90,94
+ 0,05%, exibindo as fases LAG, LOG, PLATEAU e DECLINIO. Quanto ao MTT
demonstraram absorbancia média de 2,39 + 0,72, apresentando as fases LAG, LOG e
DECLINIO, n4o sendo observada fase PLATEAU. As CTMA apresentaram diferenciacdo nas
trés linhagens, adipogénica, osteogénica e condrogénica. Quanto a caracterizacdo por
citometria de fluxo expressaram CD14-/CD90+/CD105+. Conclui-se que, o tecido adiposo de
suino apresenta uma populacdo distinta de células-tronco mesenquimais capaz de manter-se
em expansdo continua, em cultivo, originando trés linhagens celulares mesodermais distintas
e expressando os marcadores especificos, o que demonstra a eficcia do método.

Palavras-chaves: Suino, células-tronco mesenquimais adipoderivadas, diferenciacdo celular,
imunofenotipagem.
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ABSTRACT

Adipoderivated stem cells (ADSC) are a subpopulation of mesenchymal stem cells widely
studied, given the ease of obtaining subcutaneous adipose tissue, in humans and animals, for
cell isolation. Several cell culture protocols have been described in the specialized literature,
with great variability of data on clonogenicity, cell kinetics and viability, denoting the need
for reproducibility and standardization of culture techniques and in vitro tests. For this reason,
this work aims to describe the characterization of swine ADSC, by means of an enzymatic
method using only 1 gram of subcutaneous tissue, using 4 fundamental in vitro assays.
Therefore, the collection of adipose tissue was carried out in two healthy pigs, aged between
70 and 90 days, being the pig breeding base of the Animal Science sector of the Federal
University of Piaui. The material was mechanically dissociated into a petri dish, added to a
type | mixture for enzymatic digestion, incubated in an oven at 37°C with 5% CO, and 95%
humidity for 30 minutes. The enzyme was neutralized by the addition of basal culture medium
alpha-MEM at 37°C, supplemented. The waves were expanded in bottles of 25cm? to 3
passages, photographed under inverted microscope. After the establishment of the culture, a
cellular morphological evaluation, colony elution assay, cell kinetics using Trypan blue and
MTT, plasticity and immunophenotypic characterization were performed. The ADSC
Isolation Process demonstrated in all the adhesion samples the plastic surface and cellular
morphology of a fusiform fibroblast, spherical nuclei and monolayer proliferation, mean
length of 46.34+13.50um and Mean Width of 7.61£1,23um. No reaction from the CFU was
able to observe a formation of 187 well-defined colonies. In the growth curve based on the
mean of 1.69+1x10° cells per well cultivated and mean path of 90.94 + 0.05%, displaying as
phases LAG, LOG, PLATEAU and DECLINE. As for MTT, they showed an average
absorption of 2.39£0.72, presenting LAG, LOG and DECLINE phases, not being followed by
the PLATEAU phase. As ADSC, the differentiation in the three strains, adipogenic,
osteogenic and chondrogenic. Regarding the characterization by flow cytometry they
expressed CD14- / CD90 + / CD105 +. It is concluded that the pig adipose tissue presents a
distinct population of mesenchymal stem cells able to keep expanding, in culture, originating
three distinct mesoderm cell lines and expressing the specific silhouettes, which demonstrates
an action of the method.

Keywords: Swine, Adipoderived Mesenchymal Stem Cells, Cellular diferenciation, imuno,
immunophenotyping.
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INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Células-tronco séo definidas por serem celulas ndo especializadas que tém como
caracteristicas principais a capacidade de auto renovacdo (mitose simétrica) e a capacidade de
diferenciacdo em tipos celulares especializados (mitose assimétrica), podendo estar presentes em
diversos sitios das mais variadas fases de desenvolvimento, podendo ser classificadas de acordo
com sua origem poténcia e sua origem (KALRA et al., 2014)

Com relacdo a origem, podem ser classificadas em células-tronco embrionarias (CTE),
células tronco adultas, somaticas ou mesenquimais (CTM) e células-tronco induzidas (CTI). As
CTE sdo totipotentes originadas da massa interna do blastocisto durante a fase de gastrulagdo do
embrido (SYLVESTER; LONGAKER, 2004). As CTM sdo células estromais néo
hematopoiéticas presentes em tecidos ndao embrionarios, toti ou multipotentes, capazes de se
diferenciar e contribuir na regeneracdo de tecidos mesenquimais como 0s 0ssos, cartilagem,
masculo, ligamentos, tendbes e gordura (CHAMBERLAIN et al., 2007; KALRA et al., 2014).
As CTI séo pluripotentes derivadas de alteracGes genéticas e fisiologicas de células diferenciadas
de tecidos adultos (WILSON; WU, 2015).

De acordo com a plasticidade, isto é, a capacidade de diferenciacdo as células-tronco
podem ser classificadas como totipotentes, quando apresentam capacidade de se diferenciar em
todos os tipos de células; pluripotentes quando se diferenciam em praticamente todos os tipos de
células, exceto as células de placenta, a exemplo das células embrionaria derivadas do
endoderma, mesoderma e ectoderma; multipotente, quando tem habilidade de se diferenciar em
todas as células de mesma familia; oligopotentes, quando tem capacidade de diferenciagdo em
poucos tipos de células e onipotentes, em apenas um tipo celular. (BISSELS; ECKARDT;
BOSIO, 2013).

As CTM apresentam potencial terapéutico devido a sua capacidade de auto renovagdo e
diferenciacdo em multilinhagens, além de estarem em destaque devido a capacidade de servirem
como suporte para a sobrevivéncia de outras células, sendo muito utilizado em pesquisas
cientificas (BUTLER et al., 2016). Em cultura in vitro, essas células apresentam caracteristicas
especificas as quais sdo utilizadas em sua defini¢do, de acordo com a Sociedade Internacional de
Terapia Celular (ISTC).
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Caracterizam-se por serem plastico-aderentes, apresentarem morfologia fusiforme ou
fibroblastoide, e apresentarem os antigenos de membrana CD75, CD90 e CD103, baixa expressao
de MHC-1 além da expressdo virtual (<2%) dos antigenos CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-
DR (DOMINICI et al., 2006; CASTRO-MANRREZA e MONTESINOS, 2015).

As propriedades de regulacdo imune, mais estudadas, séo ligadas a ativacdo, proliferacao,
diferenciacdo e funcdo efetora dos linfocitos T. Relato feito por Ramasamy et al. (2008)
demonstra que as CTM derivadas da medula Ossea a serem cocultivadas com linfocitos T,
previnem a expressdo dos antigenos CD25 e CD69, essenciais para a ativacdo dessas celulas.
Para Castro-Manrezza et al. (2015) os linfécitos TCD3+ ativados cocultivados com CTM
reduzem a secrecdo de interferon-y (IFNy).

Em relacdo a proliferacdo das células T, Hystad et al. (2007) verificaram que em
cocultivo com CTM, se mostrou reduzida proporcionalmente a concentracdo de CTM utilizada.
Nos quesitos diferenciacdo e funcdo efetora, estudos demonstram que as CTM modulam a
inflamatorias como IL17, IL22, IFNy e TNFo (GHANNAN et al., 2010).

Além das células T, as células dendriticas (CD), que séo células derivadas de mondcitos,
especializadas em apresentacdo de antigenos, também sdo moduladas pelas CTM. Jiang et al.
(2005) observaram que ao tentar ativar CD imaturas cocultivadas com CTM utilizando
lipopolissacarideos, estas permaneceram-se imaturas.

Células Natural Killer (NK) e linfocitos B também séo afetados pelas CTM. Aggarwal e
Pittenger (2005) observaram que ao cocultivar células NK com CTM, a secre¢ao de [FNy reduziu
significativamente. Para Corcione et al. (2006) as CTM diminuem a populacdo de linfocitos B
por induzirem a manutencao destas células em fases GO e G1 do ciclo celular.

Essas células vém sendo bastante utilizadas nos Gltimos anos em diversas terapias para
reparo tecidual, pois apresentam maior seguranga e sao facilmente isoladas. Na regeneracdo de
tecido dsseo fraturado, defeitos cartilaginosos, feridas cutaneas cronicas e 0rgaos isquémicos,
tanto em humanos quanto em modelos animais (VILQUIN; ROSSET, 2006; ABDALLAH,;
KASSEM, 2008; ARGOLO NETO et al., 2016; ALVES et al., 2017; ROCHA et al., 2017;
SILVA et al., 2018). No tratamento de doencas auto-imunes (YAMADA et al., 2014) e na
biotecnologia da reprodugdo (TOMASZEWSKI et al., 2019; BEZERRA et al., 2019). Ainda,

como adjuvantes em transplantes de 6rgéos, devido a sua atividade imunorregulatoria, agindo de
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maneira isocrénica com células do sistema imune inato e adaptativo através do contato entre as
células ou a partir de substancias secretadas (MA et al., 2014).

O tecido adiposo é constituido por adipécitos maduro, pré-adipocitos, células vasculares,
células endoteliais, células do sistema monocitico fagocitario, células linfociticas, fibroblastos e
midcitos, também representa uma fonte de células-tronco mesenquimais adipoderivadas
(CTMA), podendo-se adquirir, de forma ndo invasiva, grande quantidade destas células
(GIMBLE; KATZ; BUNNEL, 2007; TOBITA; OBRBAY; MIZUNO, 2011). Protocolos para o
isolamento e cultivo celular experimental possibilitam altos niveis de viabilidade e rendimento a
partir de tecido de origem subcuténea ou visceral (BAER, GEIGER, 2012; BERTALQOSSI et al.,
2013).

De acordo com Guercio et al., 2013, no céo a localizacdo do tecido adiposo, a quantidade
e as caracteristicas das CTMA sao diferentes. Na gordura subcutanea da regido braquial apresenta
maior densidade populacional destas células, comparada a situada na gordura visceral, porém, as
CTMA isoladas de gordura inguinal apresentam maior plasticidade.

Segundo Gronthos et al. (2001), as CTMA recém isoladas formam uma populacdo
bastante heterogénea, que fenotipicamente apresentam perfil antigénico diversificado,
apresentando caracteristicas de CTM, células progenitoras hematopoiéticas, pericitos e células
hematopoiéticas, cujo perfil se enquadra CD31-, CD34 variado, CD45 variado, CD90+, CD105-
e CD146 variado. J& em culturas puras, a expressao é diferenciada, os niveis de CD117 se tornam
elevados, HLA-DR+, CD34 variavel, sendo que as células CD34+ apresentam maior capacidade
proliferativa e as CD34- maior capacidade plastica.

A aparéncia das CTMA durante cultura é semelhante as demais CTM, mostrando-se
plastico-aderente e morfologia fibroblastoide (MANI et al., 2008). A capacidade proliferativa e
maior que as CTM derivadas de medula-6ssea CTMMO, apresentando fase logaritimica de
crescimento mais longo, tal caracteristica depende da idade do doador e da localizagdo do tecido
adiposo fonte das células; entretanto a senescéncia das CTMA e CTMMO é semelhante (DE
UGARTE et al., 2003). Foi relatado por Torsvik et al., 2010 que quando as CTMA sdo cultivadas
por mais de 4 meses, podem sofrer alteracbes gendmicas e citogenéticas capazes de ocasionar
transformacdo maligna das células, ocasionando a formacgdo de neoplasias caso utilizadas em

terapia celular.
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O potencial plastico das CTMA é bastante rico, podendo se diferenciar em células de
linhagens mesodérmica, ectodérmica e endodérmica, principalmente, adipocitos, ostedcitos,
condrécitos, midcitos, cardiomiocitos e células periodontais. Além da possibilidade de
diferenciacdo em neurdnios e células progenitoras neurais, e ainda, em hepatécitos (ANZALONE
etal., 2010).

Segundo Hu et al. (2014), estudando o cdo, as CTMA diferenciam-se em células
semelhantes a fibroblastos, pela regulacdo de fatores de crescimento de tecido conjuntivo. Ja
Zhou et al. (2019) trabalhando com camundongos, ativaram a diferenciacdo de CTMA em
fibroblastos e verificaram aumento da producdo de fibras coldgenas, utilizando a matriz
extracelular do tecido adiposo, propiciando a regeneracdo de feridas cutaneas. Santos et al.
(2018) ao tratar lesdes tendineas no coelho, utilizando tratamento cirurgico convencional e com o
uso de CTMA, observaram que o0s resultados biomecanicos se mostraram superiores no
tratamento cirdrgico com CTMA em relacdo ao convencional. Em ratos, Seki et al. (2013)
observaram melhoras bioguimicas ao administrar essas células por via intra-arterial no figado de
animais cirroticos.

Durante procedimentos cirdrgicos em 0rgaos parengquimatosos, uma das principais
complicacdes sdo as lesdes de isquemia reperfuséo (IR), que resultam na formagéo de radicais
livres de oxigénio (ROS) levando a danos na membrana lipidica das células e aumentando a
frequéncia de lesdes na fita dupla de DNA (CENTURION et al., 2002). Burgossilva et al. (2015)
induzindo a nefrotoxicidade em rim de rato, demonstraram que as CTMA apresentam atividade
antioxidativa pela regulacdo de enzimas, superdxido dismutase (SOD) e mieloperoxidase (MPO),
além de verificarem reducdo na concentracdo de malondialdeido (MDA), importante biomarcador
de lesdo na membrana plasmatica. J& Ge et al. (2018), Sheashaa et al. (2016) e Yang et al. (2012)
obtiveram sucesso na diminuicdo de danos ocasionados pela lesdo de IR em figado, rim e
coracao, respectivamente, utilizando CTMA.

O meio condicionado de CTMA de humanos foi utilizado no cultivo de foliculos
ovarianos de ratos em ambiente tridimensional por Tomaszewski et al. (2019), que afirmaram
ocorrer incremento na foliculogenese primaria desses animais, indicando que as células secretam
fatores que aumentam a sobrevivéncia folicular.

As quimioterapias para tratamento de cancer apesar de benéficas para sobrevida humana

apresentam um efeito colateral quanto a destrui¢do dos foliculos ovarianos. A terapia tradicional
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para evitar os maleficios das quimioterapias é a reposi¢cdo hormonal, no entanto, h& o risco de
reincidéncia do cancer, sendo as CTMA um método alternativo nesse tratamento (MEIROW et
al., 2008). Para Sun et al. (2013) utilizando CTMA no tratamento de falha ovariana devido a
quimioterapia houve aumento no nimero de odcitos viaveis, provavelmente devido a alteracdes
na expressao genica e sintese paracrina de citocinas.

A espécie suina (Sus domesticus) é uma importante fonte de tecido adiposo e apresenta
grande compatibilidade imunolégica com a espécie humana, tornando-se um modelo
experimental ideal na realizacdo de ensaios pré-clinicos e clinicos utilizando CTMA (PARK;
KOO; LEE, 2015).

Experimentos realizados por Ren et al. (2012), demonstraram que as CTMA de suino
apresentam alta capacidade de expansdo in vitro, morfologia semelhante a um fibroblasto,
viabilidade média de 95%. Apresentam-se positivas para os antigenos CD29, CD90 e CD44, e
negativas para o antigeno CD31. Tais células apresentaram baixo grau de senescéncia, sendo
inferior a 5% em 72 passagem, e inferior a 10% em 102 passagem.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o comportamento in vitro das células tronco
mesenquimais adipoderivadas de suinos (CTMA), avaliando-se a autorrenovacao destas células,
o potencial de diferenciacédo e a caracterizacdo imunofenotipica, visando sua utilizacdo em futuras
pesquisas na medicina regenerativa.

Este trabalho encontra-se estruturado conforme a Resolugdo 001/03-CCMCA de
22.05.2003, que estabelece normas editorias do Programa de P6s-graduacdo em Ciéncia Animal.
A vista disso, esta dividido em: Introducio e Revisdo de Literatura do assunto pesquisado,
seguido de um capitulo elaborado em formato de artigo cientifico intitulado “Caracterizagdo de
populacdo de células-tronco adipoderivadas subcutaneas de suinos” de acordo com as

normas do periddico Acta Scientiae Veterinariae.; e as consideragdes finais.



CAPITULO I*

*Apresentado segundo normas do periddico Acta Scientiae Veterinariae
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64049-550, Teresina, Piaui, Brasil.

RESUMO

Introducdo As células-tronco adipoderivadas (ADSC) constituem-se numa subpopulacdo de
células-tronco mesenquimais amplamente estudada, dada a facilidade de obtencdo de tecido
adiposo subcutaneo, em humanos e animais, para isolamento celular. Diversos protocolos de
cultivo celular tem sido descritos na literatura especializada, com grande variabilidade dos dados
de clonogenicidade, cinética celular e viabilidade, denotando a necessidade de reprodutibilidade e
padronizacdo das técnicas de cultivo e ensaios in vitro.

Materiais, Metodos e Resultados: O tecido adiposo foi obtido de dois suinos sadios, com idade
entre 70-90 dias. As culturas foram expandidas em garrafas de 25cm? em 3 passagens, para
estabelecimento da cultura, e realizada a avaliacdo da morfologia celular, ensaio de unidade
formadora de colbnia, cinética celular utilizando azul de Trypan e MTT, plasticidade e

caracterizacdo imunofenotipica. O processo de isolamento das CTMA demonstrou adesdo a
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superficie plastica e morfologia celular de fusiforme a fibroblastoide, nucleos esféricos e
proliferacdo em monocamada, comprimento medio de 46,34 + 13,50um. No ensaio de UFC foi
possivel observar a formacdo de 187 colbnias. Na curva de crescimento com Trypan as células
apresentaram concentracdo média de 1,69 + 1x10° células por poco cultivado e viabilidade média
de 90,94 + 0,05%. Quanto ao MTT demonstraram absorbancia média de 2,39 + 0,72. As CTMA
apresentaram diferenciacdo nas trés linhagens. Quanto a caracterizacdo por citometria de fluxo
expressaram CD14-/CD90+/CD105+.

Discussdo: A efetividade do método utilizado para o isolamento de CTMA-su permitiu, por meio
de procedimento minimamente invasivo, o fornecimento de grande quantidade de células. Estas
apresentaram-se plastico-aderentes e a morfologia encontrada corrobora com o disposto na
literatura. Quanto a cinética de CTMA-su, o desempenho da cultura tanto utilizando o Azul de
Trypan quanto o MTT demonstram alta capacidade de auto-renovacdo, semelhante ao descrito
para outros tipos celulares. Quando induzidas a diferenciacdo adipogénica, osteogénica e
condrogénica, as CTMA-su demonstraram caracteristicas morfol6gicas especializadas de cada
linhagem celular, confirmando a multipotencialidade. Neste estudo, as CTMA-su mostraram alta
expressdo de CD105, e expressao positiva, porém baixa, de CD90, além de auséncia de expressao

do marcador hematopoiético CD14, excluindo a possibilidade do isolamento de outro tipo celular

Palavras-chave: cultura celular, células-tronco mesenquimais, tecido adiposo, diferenciacéo

celular.
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INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais se destacam pelo potencial terapéutico, sua capacidade
de auto renovacao e diferenciacdo em multilinhagens, além de servirem como suporte para a
sobrevivéncia de outros tipos celulares, sendo muito utilizado em pesquisas cientificas [8]. Em
cultura in vitro, essas células apresentam caracteristicas especificas as quais sao utilizadas em sua
definicdo, de acordo com a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISTC).

Essas células ttm como caracteristicas principais a capacidade de auto renovacdo (mitose
simétrica) e a capacidade de diferenciacdo em tipos celulares especializados (mitose assimétrica),
podendo estar presentes em diversos sitios das mais variadas fases de desenvolvimento [21].
Apresentam morfologia fusiforme ou fibroblastoide, e expressam os antigenos de membrana
CD75, CD90 e CD103 [12,10].

O tecido adiposo é constituido por adipécitos maduro, pré-adipocitos, células
vascularesfibroblastos e midcitos, e ainda, representa fonte de células-tronco mesenquimais
adipoderivadas (CTMA), podendo-se adquirir, de forma néo invasiva, grande quantidade destas
células [16,29]. Protocolos para o isolamento e cultivo celular experimental de CTMA
possibilitam altos niveis de viabilidade e rendimento a partir de tecido de origem subcutanea ou
visceral [6,7].

O comportamento das CTMA foi estudado em diversas espécies animais tendo em vista
sua utilizacdo em terapias celulares e engenharia tecidual, incluindo ratos [27], cdo [19], coelho
[26] e camundongo [30].

A espécie suina (Sus domesticus) € uma importante fonte de tecido adiposo e apresenta
grande compatibilidade imunologica com a espécie humana, tornando-se um modelo

experimental ideal na realizacdo de ensaios pré-clinicos e clinicos utilizando CTMA [23].
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Assim o objetivo deste trabalho foi caracterizar uma populacdo de células-tronco
mesenquimais adipoderivadas suina, por meio de ensaio de plasticidade, clonogenicidade,

cinética celular e imunofenotipagem.

MATERIAL E METODOS
Animais
Para a obtencdo do tecido adiposo foi utilizado dois suinos sadios, com idade entre 70-90
dias, oriundos do setor de Zootecnia da Universidade Federal do Piaui (UFPI) alimentados com

racao para suinos em fase inicial e agua ad libitum.

Coleta de tecido adiposo subcutaneo

Os suinos foram anestesiados com Ketamina (15mg/kg) e midazolan (1mg/Kg) e
analgesia com tramadol (2mg/Kg) por via intramuscular (IM). Ao longo da regido cervical
ventral foi realizada tricotomia e higienizacdo com alcool e iodopovidona (PVP-I). A incisdo de
4cm na pele para coleta foi realizada em proximidade topografica na regido do esterno,
especificamente no manubrio, uma vez que a cicatrizacdo é mais rapida e com menor incidéncia
de miiase. Apds incisdo da pele realizou-se a coleta de fragmentos de 1g tecido adiposo
subcutaneo que foram alocados em tubos conicos de 50ml (TPP®, Trasadingen, Suiga) para
posterior isolamento.

O pds-operatorio foi realizado por 3 dias com limpeza diaria no local da ferida cirurgica
utilizando clorexidina degermante a 2% (Riohex®), administracdo de antibidtico enrofloxacino a
10% (Baytril®) na dose de 2,5mg/Kg e anti-inflamatorio flunixina meglumina (Banamine®) na

dose de 1,1mg/Kg, IM.
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Isolamento e expansao celular

Em cémara de fluxo laminar, os fragmentos de tecido adiposo coletados foram lavados
duas vezes em solucdo salino-fosfato tamponante (PBS — Phosphate Buffered Saline) com 10%
de antibidtico (Penicilina-Estreptomicina, Sigma-Aldrich®) e dissociado mecanicamente por 5
minutos com auxilio de duas laminas de bisturi estéril n°® 24, em placa de Petri estéril. Para
digestdo enzimatica foi adicionado 1mg/mL de colagenase do tipo | (Sigma), previamente diluida
na proporc¢ao de 1:3, em meio de cultivo alpha-MEM.

O material foi incubado em estufa idmida (Thermo Scientific series Il Water Jacket, USA)
a 37°C com 5% de CO, e 95% de umidade durante 30 minutos. Em seguida, a reacdo enzimatica
foi neutralizada pela adicdo de meio de cultura basal completo alpha-MEM a 37°C, suplementado
com 20% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina-estreptomicina, 1% de glutamina e 1% de
aminoacidos ndo essenciais (Sigma® N° M7145), com volume duas vezes superior ao da solucéo
de digestdo enzimatica.

As amostras, em tubos conicos de 15 mL (TPP®, Trasadingen, Sui¢a) foram transferidas
para banho maria a 37°C por 30 minutos, e a cada 10 minutos os tubos eram agitados em vortex.
O conteudo da digestao foi aspirado, filtrado em malhas de100um e centrifugado a 20°C em meio
alpha a 1000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, o sedimento celular foi
ressuspendido em 1mL de meio alpha-MEM a 37°C e plaqueado em trés garrafas de cultura de 25
cm? (TPP®, Trasadigen, Suica) mantidas em 37°C, com atmosfera Umida, na presenca de 5% de
CO,. As culturas foram acompanhadas a cada trés dias, com troca regular do meio de acordo com
0 consumo dos seus nutrientes e a expanséo feita apos 80% de confluéncia do meio, por processo
de tripsinizagéo.

As garrafas de cultura foram tripsinizadas adicionando 2 mL de tripsina (Cultilab®,

solucéo tripsina 2,500g/L e EDTA 250mg/L) e incubadas durante 10 minutos. Decorrido esse
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periodo, inativou-se a acdo da tripsina com adicdo de 4mL de meio alpha-MEM suplementado. A
solucéo foi transferida para um tubo cénico de 15mL (TPP®, Trasadingen, Suica) e centrifugada
a temperatura de 20°C e 1000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o sedimento
celular (pellet) foi ressuspenso em 1mL de meio alpha-MEM suplementado e efetuado contagem
celular em hematocitdmetro.

As culturas foram expandidas em garrafas de 25cm? (TPP®, Trasadingen, Suica) até a 32
passagem (P3), fotografadas em microscépio invertido (COLEMAN NIB-100®) e repicadas com

0 dobro da area original ap6s confluéncia de 80%.

Ensaio de Unidade Formadora de Col6nia

Para o teste de unidade formadora de colénia (UFC) foi alicotada uma amostra de CTMA
em passagem 0 (P0) em garrafa de 25cmz2. Apos o plaqueamento foram realizadas trocas de meio
conforme necessidade da cultura até a formacdo do maximo de coldnias com mais de 20 células.
As células foram fixadas com paraformaldeido (Vetec®) a 4% durante 30 minutos e coradas com
Giemsa por 10 minutos a temperatura ambiente, lavando-se 0 excesso com agua destilada. As
coldnias foram contadas sobre a superficie da garrafa de 25cmz2. As células foram mensuradas

utilizando mascara micrometrada em software ImageJ.

Ensaio de cinética celular

A cinética celular foi analisada mediante curva de crescimento por saturacdo, na qual é
feito repique de células, sendo aliquotadas 7,6x103 células na 32 passagem (P3), em triplicata,
em placas de 24 pocos, e 0 meio de cultura substituido a cada 72h. A cada 3 dias, 3 po¢os eram
escolhidos aleatoriamente e 0 meio de cultivo foi substituido por solucdo de brometo de 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) e Alpha-MEM na propor¢édo de 1.9 e
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mantidos em cultivo por 24h, em seguida a solucdo foi descartada e adicionado dimetilsulfoxido
(DMSO), prontamente a solucdo foi alocada em placa para ELISA e levada para leitura em
espectofotdmetro utilizando comprimento de onda de 550nm. O procedimento foi executado a
cada 72h, no periodo de 19 dias. Como controle foi utilizada modificacdo da avaliacdo cinética
convencional, descrita por [3], onde foram escolhidos 3 pocos com células tripsinizadas, sendo
a concentracao e viabilidade celular calculadas, utilizando-se o corante Azul de Trypan.

O uso do corante Azul de Trypan para analise de viabilidade celular é baseado no
principio de que a membrana plasmatica integra em células vivas exclui corantes especificos
enquanto células mortas ndo. Entretanto este teste possui algumas limitacdes. A coloracdo pode
ser incorporada por células vivas apds um curto periodo de tempo além da capacidade pessoal
relacionada a expertise do avaliador pode afetar os resultados [5].

O ensaio de MTT ocorre a partir da reacdo de reducdo do tetrazélio de MTT por células
viaveis, o resultado de tal reacdo sdo sais insollveis de formazan, que ao ser dissolvido em
DMSO formam uma solucdo de coloracdo roxa, que ao ser mensurado em espectofotdmetro

possibilita a verificagdo da viabilidade celular [25].

Ensaio de plasticidade
Para ensaio de plasticidade celular, foram induzidas diferenciacdo adipogeénica,
condrogénica e osteogénica das CTMA em 3% passagem (P3), utilizando Stempro

Differentiation Kit, conforme protocolo do fabricante, descrita por [9].

Caracterizacao imunofenotipica
A identificacdo do perfil de células quanto a imunofenotipagem foi realizada utilizando

anticorpos especificos. Desta forma, utilizou-se o marcador positivo exclusivo para CTM
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CD105 (Anti-CD105 PE —Abcam Cambridge, USA, 10:100, c6d. Ab53318), o marcador
positivo para CTM e fibroblastos CD90 (Anti-CD90 APC - Abcam Cambridge, USA, 1:100,
co6d. 555596) e o marcador negativo para CTM CD14 (Anti-CD14 FITC-Sigma, USA, 1:100,
cod. C7673).

As celulas expandidas em 3% passagem (P3) foram tripsinizadas e ressuspendidas em
PBS e posteriormente 10° células foram distribuidas em 2 tubos falcon sendo uma amostra
controle (branco) sem utilizar anticorpos e o seguinte contendo os 3 anticorpos para citometria
de fluxo. Em cada tubo foi adicionado 1mL de tampdo FACS [DBPS (Dulbeco Phosphate
Buffer Solution) contendo 0,1% de BSA], centrifugados 2000rpm por 10 minutos para lavagem
e posteriormente acrescentando os anticorpos propostos para cada um dos marcadores a serem
analisados. As células foram incubadas com o anticorpo conjugado por 30 minutos em
temperatura ambiente. Logo apds a incubacdo as células foram lavadas uma vez com 1mL
tampdo FACS para a retirada do excesso de anticorpo. As amostras foram analisadas utilizando
um citémetro de fluxo (FACScanto® II) e software BD FACSDiva Software (Version 6.1.3),
obtendo-se 30.000 eventos por amostras testada. As populacdes foram estimadas pela
porcentagem das células expressando cada um dos marcadores em relacdo ao total de células
adquiridas por meio do software INFINICYT (version 5.1). Os resultados foram plotados em

forma de histograma e dot plot em marcacao dupla ou tripla.

RESULTADOS
O processo de isolamento das CTMA-su demonstrou em todas as amostras adesdo a
superficie plastica e morfologia celular de fusiforme a fibroblastoide. As primeiras células
plastico aderentes, com morfologia fibroblastoide foram visualizadas aos 10 dias de cultivo

celular, a confluéncia de 80% da area da garrafa de cultivo foi constatada aos 16 dias. Feita a
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expansdo, as células cultivadas até a 3% passagem (P3), sempre apresentaram morfologia
caracteristica fibroblastoide, nucleos esféricos e proliferagdo em monocamada, comprimento
médio de 46,34 £ 13,50um e largura média de 7,61 = 1,23um.

No ensaio de UFC foi possivel observar a formacdo de 187 coldnias bem definidas, as

células apresentaram coloracdo basofilica e forte interacao entre si (Figura 1). ,

Figura 1. Unidades formadoras de colbnias fibroblastoides (UFC) de CTMA-su. Garrafa de
cultivo celular de 25cm2 evidenciando colonias de CTMA-su submetidos a coloracdo Giemsa
(A). Fotomicrografia de CTMA-su evidenciando coloracéo basofilica e intensa interacdo celular

(B).

Na curva de crescimento com Trypan as células apresentaram concentracdo média de 1,69 + 1 x
10° células por poco cultivado e viabilidade média de 90,94%. A curva exibiu fases LAG, LOG e
DECLINIO. A fase inicial LAG ocorreu do 1° ao 4° dia, apresentando baixa proliferacio celular.
A partir do 4° dia ocorreu a fase LOG caracterizada pelo aumento exponencial da concentracéo
celular atingindo seu apice de concentracdo no 13° dia, quando a proliferacdo celular foi reduzida,
e as concentracdes celulares se reduziram, a partir do qual iniciou a fase de DECLINIO (Figura

2).
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Figura 2. Curva de crescimento por saturacdo em triplicata de uma cultura de células-tronco
mesenquimais adipoderivadas de suinos em 3° passagem (P3) utilizando corante Azul de Trypan.
As culturas exibiram fase LAG até o 4° dia (D4), fase LOG do 4° (D4) ao 13° dia (D13),
iniciando a fase de DECLINIO. Viabilidade média de 90,94%.

Na curva de crescimento com MTT as células apresentaram absorbancia média de 2,39 +
0,72. Exibiu as fases LAG, LOG e DECLINIO. A fase inicial LAG ocorreu do 1° ao 4° dia,
apresentando leve aumento. Do 4° dia ao 13° dia ocorreu a fase LOG caracterizada pelo aumento
exponencial. Apos atingir absorbancia maxima esta foi reduzida até valores proximos ao inicial

no 19° dia caracterizando fase de DECLINIO (Figura 3).
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Figura 3. Curva de crescimento por saturacdo em triplicata de uma cultura de células-tronco
mesenquimais adipoderivadas de suinos em 3° passagem (P3) utilizando MTT. As culturas
exibiram fase lag até o 4° dia (D4), fase log do 4° (D4) ao 13° dia (D13) e fase de declinio até o
19° dia (D19).

A diferenciacdo das células em trés linhagens foi positiva (Figura 4). As culturas submetidas a
diferenciacéo adipogénica apresentavam morfologia hexagonal, com citoplasma rico em vacuolos
lipidicos evidenciados pela coloracdo Oil Red. Na diferenciacdo osteogénica pode-se observar
matriz éssea rica em calcio evidenciada pelo corante Alizarin Red. As submetidas a diferenciacdo

condrogénica apresentaram mudanca de morfologia e foi possivel evidenciar a matriz extracelular

rica em glicosaminoglicanos através da coloragdo com Alcian Blue.
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Figura 4. Ensaio de plasticidade em células-tronco mesenquimais adipoderivadas de suinos em
3% passagem. Controle adipogénico (A), controle osteogénico (D) e controle condrogénico (G).
Diferenciacdo adipogénica, evidencia-se vacuolos lipidicos corados com Oil Red, (B e C).
Diferenciacdo osteogénica, verifica-se matriz 6ssea rica em calcio, corados com Alizarim Red (E
e F). Diferenciacdo condrogénica, observa-se a formacdo de matriz rica em glicosaminoglicanos

evidenciados em azul, devido a coloragdo com Alcian Blue (H e I).

As CTMA-su caracterizadas por citometria de fluxo apresentaram expressdo CD14-
/CD90+/CD105+ (Figura 5). Ao se avaliar as porcentagens de expressao dos marcadores notou-
se, auséncia de marcagdo para CD14 e marcacdo positiva de 8,12% para CD90 e 99,43% para

CD105 (Figura 6).
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Figura 5. Andlise da expressdo de marcadores celulares de células tronco mesenquimais
adipoderivadas subcutaneas de suinos em 32 passagem, por citometria de fluxo em histograma.
(A) Branco. (B) CD14 FITC. (C) CD90 APC. (D) CD105 PE.
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Figura 6. Analise da expressdo de marcadores celulares por citometria de fluxo em dot plot. A:
Branco para os fluorocromos PE e APC. B: Marcacdo positiva de 99,43% para CD105 (PE) e
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8,12% para CD90 (APC). C: Branco para os fluorocromos FITC e APC. D: Auséncia de
marcagdo para CD14 (FITC) e 8,12% para CD90.

DISCUSSAO

A efetividade do método utilizado para o isolamento de CTMA-su permitiu, por meio
de procedimento minimamente invasivo, o fornecimento de grande quantidade de células, o que
também foi verificado em outros experimentos, nos quais foi possivel o isolamento de cerca de
5%x10° CTMA em 1g de tecido [12,14,31]. A utilizacdo de métodos enzimaticos para o isolamento
de CTMA é convencional e amplamente (til como identificado por diversos autores [11,24,22],
fornecendo células com caracteristicas plasticas e imunofenotipicas semelhantes as CTMA
isoladas em método de cultura de explante e as CTM de medula 6ssea [18].

As células apresentaram-se plastico-aderentes e a morfologia encontrada corrobora com
o disposto na literatura, com células alongadas de formato fusiforme, semelhante a fibroblastos
[2,11]. Em relacdo ao comprimento celular, o tamanho médio de 46,34 + 13,50um corresponde
ao indicado em estudo anterior [15]. Embora a frequéncia observada da formacdo de unidades
formadoras de col6nia tenha grande variacdo na literatura, o resultado obtido neste estudo,
apresentou grande numero de colbnias, quando comparado ao descrito na literatura,
demonstrando a eficiéncia do processo de isolamento [9,13].

Quanto a cinética de CTMA-su o desempenho da cultura tanto utilizando o Azul de
Trypan quanto o MTT demonstrou elevada capacidade de clonogenicidade, semelhante ao
descrito para outros tipos celulares [3,9,28], capazes de realizar um grande nimero de divisoes,
principalmente pela manutencédo de altas concentragdes ocasionando uma exaustdo dos nutrientes

presentes no meio de cultivo, levando a cultura a depressao.
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Quando induzidas a diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica, as CTMA-
su apresentaram caracteristicas morfologicas especializadas de cada linhagem celular,
confirmando a multipotencialidade, caracteristica comum as células-tronco mesenquimais obtidas
de outras fontes e animais [1,2,4].

“The Internacional Society for Cellular Therapy” definiu que as CTM devem expressar
marcadores como CD105 e CD90 bem como ndo expressar marcadores de células
hematopoiéticas [2]. Neste estudo, as CTMA-su mostraram alta expressdo de CD105, e expressao
positiva, porém baixa, de CD90, além de auséncia de expressdo do marcador hematopoiético
CD14, excluindo a possibilidade do isolamento de outro tipo celular. A baixa expressdo de CD90
pode estar associada a utilizacdo de anti-corpos ndo especificos para a espécie suina, além da
possibilidade de variacdo da composicdo antigénica conforme o sitio de coleta e baixa passagem,

assim como, citados em outras investigacoes [20,17].

CONCLUSAO

Conclui-se que as células-tronco mesenquimais adipoderivadas de suinos apresentam
elevada atividade proliferativa, amplo potencial para diferenciacdo em multilinhagem, originando
adipdcitos, osteoblastos e condroblastos. A alta expressdo do marcador CD105 e a baixa
expressdao do CD90 demonstram variagcdo da composicdo antigénica devido ao sitio de coleta e
baixa passagem. Os achados sugerem fortemente que as celulas celulas-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo de suinos, representam ferramenta promissora para uso em ensaios

de terapia celular.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstra que as técnicas indcuas aplicadas para o isolamento, cultivo e
ensaios de diferenciacdo celular revelam a presenca de uma populacdo de células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo de suinos, bem definida, com alta taxa de proliferacao
in vitro. Em relacdo a multipotencialidade das CTMA-su, as caracteristicas de especializagdo sdo
bastante evidentes na diferenciacdo em trés linhagens celulares (adipogénica, osteogénica e
condrogénica) quando induzidas em monocamada. A avaliacdo da imunofenotipagem demonstra
gue CTMA-su expressam 0s marcadores positivos caracteristicos de CTM.

AS CTMA-su sdo de facil obtencdo e os resultados alcancados, no que diz respeito a
caracterizacdo, possibilitam sugerir o emprego deste tipo celular como opgdo, para futuros

estudos pre-clinicos em terapia celular.
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