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RESUMO

Interacédo in vitro dos meios de cultivo glutamina aditivado e folicular ovariano sobre a

cinética e plasticidade de células-tronco mesenquimais caprinas

As células-tronco mesenquimais (CTM) apresentam maior plasticidade, dentre as linhagens
de células-tronco sométicas (CTS), originando tecidos mesodermais e ndo mesodermais. A
medula 6ssea € um dos principais sitios anatdmicos para sua obtencdo, embora possam ser
obtidas de tecidos pds-natais. Em decorréncia da multipotencialidade das CTM, sugere-se alto
potencial para uso em terapia celular e génica, assim, tem sido propostos co-cultivos com
outras linhagens celulares. Para obter éxito em co-cultivos in vitro é necessario fornecer as
células, geneticamente distintas, um meio de desenvolvimento composto que forneca
condicgdes de desenvolvimento para ambas linhagens. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
interacdo entre 0 meio de cultivo padrdo para células-tronco e o meio de cultivo de foliculos
ovarianos, combinados em concentragfes gl: 100%/0%, g2: 70%/30%, g3: 50%/50%, g4:
30%/70%, respectivamente, mediante avaliacdo da curva de crescimento e da capacidade de
diferenciacdo celular. Para tanto, foi utilizado um caprino, macho, com idade de um ano,
higido como doador. O animal foi preparado cirurgicamente e a medula 6ssea foi coletada
através do fémur. O aspirado medular foi isolado por gradiente de densidade, avaliadas a
viabilidade e morfologia celular e as CTM foram expandidas até a terceira passagem, sendo
imediatamente criopreservadas. Apds seis meses, as células foram descongeladas, expandidas,
divididas em quatro grupos cultivados com diferentes meios e submetidas aos ensaios de
unidade formadora de colbnia fibroblastéide, diferenciacdo (osteogénica, adipogénica e
condrogénica) e cinética celular por curva de crescimento por saturacdo. Em todos os
tratamentos utilizados foi observada a capacidade de formar col6nias. As diferenciacGes
foram certificadas pela observacdo de alteragdes morfologicas e coloracdo caracteristica
semelhantes aos fenotipos de osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos em todos os grupos. O
desempenho das células em curva de crescimento, observado nos quatro grupos, revelou uma
fase lag curta, seguida de um crescimento exponencial na fase log, auséncia de plateau e
finalizado pela fase de declinio ou morte. Onde 0s grupos 1, 2, 3 e 4 apresentaram curva de
crescimento com média de 83,1x103+13,5; 98,2x103+13,1; 72,4x103+14,1 e 48,2x103+13,0
células/mL por poco, respectivamente, ao longo de 21 dias de cultivo. Os achados inferiram
gue o tratamento utilizado no grupo 2 apresentou o melhor resultado quanto a cinética de
CTM caprinas. Além disso, as diferentes concentra¢fes entre os dois meios foram capazes de
manter a clonogenicidade das células, assim como a plasticidade celular, sendo a Ultima
demonstrada pelas diferenciacGes osteogénica, adipogénica e condrogénica.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, meios de cultivo, folicular ovariano, cinética,
plasticidade.
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ABSTRACT

In vitro interaction of the additive glutamine and ovarian follicular culture mediums on

the Kinetics and plasticity of mesenchymal stem cells of caprine bone marrow

The mesenchymal stem cells (MSC) present greater plasticity, among somatic stem cells
(STC) lineages, originating mesodermal and non-mesodermal tissues. Bone marrow is one of
the major anatomical sites for its obtainment, although it can be obtained from postnatal
tissues. Due to the multipotentiality of MSC, it is suggested a high potential for use in cell and
gene therapy, thus, co-cultures with other cell lineages have been proposed. To succeed in in
vitro co-cultures it is necessary to provide the cells, genetically distinct, a compound
development medium which provides developmental conditions for both lineages. The
objective of this work was to evaluate the interaction between the standard culture medium
for stem cells and the culture medium of ovarian follicles, combined in concentrations g1:
100%/0%, g2: 70%/30%, g3: 50%/50%, g4: 30%/70%, respectively, by evaluation of growth
curve and differentiation ability cell. Therefore, a goat, male, one year old, healthy, was used
as donor. The animal was surgically prepared and the bone marrow was collected through the
femur. The medullary aspirate was isolated by density gradient, cell viability and morphology
were evaluated and the MSC were expanded until the third passage, being immediately
cryopreserved. After six months, the cells were thawed, expanded, divided into four groups
cultivated with different mediums and submitted to fibroblast colony forming unit assays,
differentiation (osteogenic, adipogenic and chondrogenic) and kinetic cellular by saturation
growth curve. In all used treatments the ability to form colonies was observed.
Differentiations were certified by observation of morphological changes and characteristic
coloration similar to osteoblast, adipocyte and chondrocyte phenotypes in all groups. The
performance of cells in growth curve, observed in the four groups, revealed a short lag phase,
followed by an exponential growth in the log phase, absence of plateau and ended by the
decline or death phase. Where the groups 1, 2, 3 and 4 presented a growth curve with mean of
83,1x10%+13,5; 98,2x10%+13,1; 72,4x10%+14,1 and 48,2x10%+13,0 cells / mL per well,
respectively, over 21 days of cultivation. The findings inferred that the treatment used in
group 2 presented the best result regarding the kinetics of goat MSC. In addition, the different
concentrations between the two media were able to maintain cell clonogenicity, as well as
cellular plasticity, the latter being demonstrated by the osteogenic, adipogenic and
chondrogenic differentiations.

Key words: Mesenchymal stem cells, culture medium, ovarian follicular, Kinetics, plasticity.
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INTRODUCAO

A multipotencialidade e a capacidade de autorrenovagdo sdo caracteristicas peculiares
das células-tronco (CT). Os tecidos do animal adulto possuem reservas de células que
apresentam capacidade de multiplicar-se e diferenciar-se, sem comprometer esse estogque
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Deste modo, contribuem com a manutencdo da
integridade do organismo (COVAS e ZAGO, 2004).

As CT sdo células indiferenciadas, definidas pela capacidade de originar outras células
com caracteristicas idénticas, habilidade para diferenciacdo em diversas linhagens celulares e
reconstituicdo funcional de determinados tecidos (ALVES e MUOTRI, 2014). Estas
particularidades permitem a sua reposicdo ativa e garante a regeneracdo e remodelacdo apos
injaria tecidual (BLAU, BRAZELTON e WEIMANN, 2001; FODOR, 2003).

Alguns tecidos como o0 hematopoiético, intestinal e cutaneo sdo caracterizados pela
constante perda de células, sendo as CT responsaveis pela reposicdo celular e
consequentemente homeostase tecidual (HUMPREYSE et al., 2008). Além da reposicao de
células que sofrem apoptose, também podem proporcionar o restabelecimento de injarias nao

fisioldgicas decorrentes de traumas ou agentes patogénicos (NARDI, 2007).

Quanto ao potencial de diferenciacdo as CT podem ser divididas em: totipotentes,
pluripotentes, multipotentes e unipotentes. Sdo chamadas de totipotentes aquelas capazes de
originar todos os tipos teciduais embrionarios e extraembionarios; as pluripotentes podem
diferenciar-se em todas as linhagens celulares, com excecdo dos anexos embrionarios e
placenta; as multipotentes possuem potencial de diferenciagdo mais limitado, restringindo-se
aos tipos celulares presentes no tecido do qual se originaram; e as unipotentes geram apenas
um unico tipo celular (BECK e BLANPAIN, 2012; KOZLIK e WOJCICKI, 2014).

As CT também podem ser classificadas com base na sua origem em células-tronco
embrionarias (CTE), células-tronco fetais (CTF), células-tronco somaticas (CTS) ou adultas
(CTA) e células-tronco de pluripoténcia induzidas (iPS) (KOZLIK e WOJICICKI, 2014). As
CTE sdo derivadas da massa interna do blastocisto e possuem capacidade de originar todos 0s
tecidos do corpo de um individuo adulto (COVAS e ZAGOS, 2004; ROBINTON e DALEY,
2012). As CTF sdo provenientes de tecidos extraembriondrios como placenta, corion e
membrana amnidtica, apresentam um crescimento rapido e boa plasticidade. Nos ultimos

anos, estas células tém recebido muita atencdo como fontes alternativas de células
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multipotentes (YEN et al., 2005). As CTS estdo presentes em tecidos especializados, apds a
formagdo dos trés folhetos embrionarios, com potencial de diferenciacdo multipotente,
limitado aos tipos celulares do tecido do qual se originaram. As iPS sdo obtidas pela
reprogramacao genética de células somaticas diferenciadas com a finalidade de restaurar a
pluripoténcia tipica das CTE (BECK e BLANPAIN, 2012; KOZLIK ¢ WOJCICKI, 2014).

As células-tronco mesenquimais (CTM), um tipo especifico de CTS, foram
inicialmente isoladas da medula Ossea por Friedenstein e colaboradores (1973), sendo
descritas como unidades formadoras de colénia de fibroblasto (CFU-F), devido & morfologia
fibroblastoide, com elevada capacidade de adesdo a superficie plastica (FRIEDENSTEIN et
al., 1973; AFANASYEV et al., 2010) e potencial para se diferenciar em linhagens derivadas

do mesoderma como ostedcitos, condrdcitos e adipdcitos (BASCIANO et al., 2011).

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular existem trés critérios
fundamentais para que uma determinada populacédo de células seja classificada como CTM. O
primeiro é aderéncia ao plastico de cultura, seguido pela expressdo dos marcadores de
superficie CD105, CD73 e CD90, bem como auséncia de expressdo dos marcadores
hematopoiéticos — CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR ao longo do
cultivo. Por fim, capacidade de diferenciacdo em linhagens condrogénica, adipogénica e

osteogénica, na presenca de indutores especificos (DOMINICI et al., 2006).

As CTM apresentam maior plasticidade, dentre as linhagens de CTS pesquisadas,
originando tecidos mesodermais e ndao mesodermais (MEIRELLES, CHAGASTELLES e
NARDI, 2006). A facilidade de aderéncia em superficies plasticas ou vidro e a capacidade de
diferenciar-se in vitro e in vivo, tem atraido pesquisadores (DING et al., 2015). Na medicina
veterindria, as CTM de diferentes sitios anatdmicos tem sido isoladas com sucesso, em
espécies domésticas e silvestres, da medula 0ssea, tecido adiposo, geleia de Warthon do
corddo umbilical e polpa de dente de caprinos (SILVA FILHO et al., 2014; COSTA, 2015;
SILVA, 2016), cdes (RUSSELL et al., 2016), equino (PALL et al., 2016), cutia (Dasyprocta
prymnolopha) (CABRAL et al., 2012; CARVALHO et al., 2015; ROCHA, 2015) e cateto
(Tayassu tajacu) (PESSOA et al., 2014; ARGOLO NETO et al., 2016).

A medula 0ssea é considerada um dos principais sitios para obtencdo de CTM, devido
a facilidade de coleta e isolamento; quando comparada com outras CTM, apresenta superior
capacidade de diferenciacdo em tipos teciduais pertencentes ao sistema musculo-esquelético
(FORTIER e TRAVIS, 2011); elevado potencial de desenvolvimento, além de facilidade de
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adesdo e expansio (MAYHALL, PAFFETT-LUGASSY e ZON 2004). E um tecido de
consisténcia gelatinosa (BAIN, CLARK e WILKINS, 2011; SISON e BROWN, 2011) que
ocupa e preenche a cavidade interna de diversos 0ssos, incluindo os espacos entre as
trabéculas de 0sso esponjoso e 0s grandes espacos da cavidade medular no interior das
diafises dos ossos longos (PEREZ-SERRANO et al., 2012; SUGIYAMA e NAGASAWA,
2012). Ademais, é o local de producdo de células do sistema imunoldgico e de todas as
células sanguineas (COLVILLE, 2011), sendo o maior 6rgdo hematopoiético do corpo
(LATIMER e ANDREASE, 2002).

Na década de 60, descobriu-se que a medula dssea é constituida por dois tipos de CT
distintos: as células-tronco hematopoiéticas (CTH) e as CTM. As primeiras sdo responsaveis
por repor todas as células sanguineas (linfocitos, eosindfilos, basofilos, neutrofilos, hemacias
e plaquetas). As outras pertencem a uma populacdo multipotente progenitora de distintas
linhagens (ARAUJO, 2005), capazes de se diferenciarem em células de origem mesodérmica
e ndo mesodérmicas (BYDLOWSKI et al., 2009). Estudos demonstram que as células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea (CTMMOQO) também tem um papel ativo no controle da
diferenciacdo das CTH nos diferentes tipos de células sanguineas (KUMAR, ASTER e
ABBAS, 2015).

A facilidade de expansdo em cultura evita estoque em banco de tecidos e também abre
uma nova perspectiva na medicina reparadora (MOTA, SOARES e SANTOS, 2005). Além
disso, as CTMMO também possuem como vantagem alto potencial para uso em terapia
celular e génica, podendo ser obtido do préprio paciente, 0 que minimiza a rejeicdo
imunoldgica (BIANCO et al., 2001). Embora estejam presentes em uma concentracdo muito
baixa na medula 6ssea (0,001 a 0,01%) (TAYLOR e CLEGG, 2011), esta desvantagem pode
ser compensada pela expansdo in vitro por duas a quatro semanas (DAHLGREN, 2009).
Estas células diferenciam-se de acordo com a sinalizacdo do meio ambiente local e sdo
atraidas por fatores da inflamacao aguda (SOUZA et al., 2005). As aplicagdes clinicas para a
puncdo aspirativa de medula ¢ssea costumavam incluir determinados distirbios
hematopoieticos e linfoproliferativos (KATHLEEN, 2000). Todavia, as indicacbes foram

ampliadas, tendo em vista o seu potencial terapéutico (BARREIRA et al., 2008).

A multipotencialidade das CTM, em terapias clinicas e pré-clinicas, tem possibilitado
inimeros co-cultivos com outros grupos celulares, tais como CTM da granulosa, do cumulus
e do ovario em suinos (WU et al.,, 2002), camundongo (HAIDARI, SALEHNIA e
VALOJERDI, 2008) e bafalos (RAMESH et al., 2008). Protocolos de co-cultivos com CTM
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tém sido desenvolvidos para melhorar o desenvolvimento in vitro de odcitos e embrides
(MAO et al., 2002), uma vez que as interacdes celulares entre a linha germinal ovariana e
células somaticas sdo fundamentais para o amadurecimento e funcdo folicular (NILSSON e
SKINNER, 2001). A utilizacdo de CTM em diferentes sistemas de co-cultura tem
proporcionado efeitos benéficos sobre o desenvolvimento de odcitos. Ha evidéncias que
celulas somaticas usadas nos co-cultivos produzem fatores desconhecidos que promovem o
desenvolvimento embrionario e excluem residuos toxicos de embrides a partir do meio de
cultura (HAJIALIZADEH et al., 2008).

Para garantir o sucesso de culturas in vitro é necessario proporcionar as células um
meio de desenvolvimento que mimetize as condi¢fes encontradas in vivo. Portanto, os meios
de cultivo devem oferecer condi¢bes adequadas de pH e osmolalidade, assim como prover as
substancias que estas células ndo podem produzir (MORAES, MENDONCA e SUAZO,
2008; BRUNNER et al., 2010). Nesta funcédo, aparecem os meios de cultura, que devem ser
ricos em nutrientes para suportar o crescimento e proliferacdo celular (ISAAC et al., 2011;
DIAS et al., 2016). Estudos tém demonstrado que estes interferem no potencial de
diferenciacdo das células isoladas (WU et al., 2002 ; LIMA et al., 2012; RIBEIRO,
MASSOCO e LACERDA NETO, 2013).

O meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) é tido como um meio ideal para
cultivo de CT (LINDROOS, SUURONEN e MIETTINEN, 2011). Este € rico em
aminoacidos, vitaminas, nitrato férrico, piruvato de so6dio e alguns aminoacidos
suplementares. Por ser um meio basal, ndo contem proteinas ou agente que promovam

crescimento, sendo necessaria sua suplementacdo (MONCLARO et al., 2016).

O crescimento de certas linhagens celulares exige um meio completo ou rico em
elementos adicionais que ndo estdo presentes em meios basais. Assim, 0s suplementos ajudam
a sustentar a proliferacdo e a manter o metabolismo celular normal (VAN DER VALK, et al.,
2010). O soro fetal bovino (SFB) é uma fonte rica de fatores de crescimento, sendo um dos
componentes mais importantes do meio de cultivo celular e serve como fonte de aminoacidos,
proteinas, vitaminas (particularmente lipossoliveis como A, D, E e K), carboidratos, lipidios,

horménios, fatores de crescimento, minerais e oligoelementos (BRUNNER et al., 2010).

Os aminoacidos sdo o0s elementos de construcdo das proteinas, e por isso sdo
ingredientes obrigatérios em todos os meios de cultivos conhecidos. Sdo requeridos para

proliferacdo celular, e sua concentracdo determina a densidade celular méxima alcancada. A


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2016001300079#B24
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2016001300079#B37
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-736X2016001300079#B37
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L-glutamina, um aminoéacido essencial, é de particular importancia, serve como uma fonte de
energia secundaria para o metabolismo (FRESHNEY, 2005). Aminoacidos ndo essenciais
também podem ser agregados ao meio de cultivo para repor aqueles que foram consumidos
durante o crescimento. Estes estimulam o crescimento e prolongam a viabilidade das células
(VAN DER VALK et al., 2010). A fim de se evitar possiveis contaminac@es, pode-se ainda,
acrescentar antibiticos como penicilina e estreptomicina (BUSCHER, DELGADO e
GONZALEZ-REY, 2009).

A partir de 1950, foram elaborados meios de cultivo mais complexos com o propdésito
de excluir fluidos animais das formulagdes. Tais meios livres de soro devem suprir as
necessidades nutricionais celulares, como: insulina, transferrina, metais pesados, horménios,
fatores de crescimento, dentre outros. A exigéncia desses elementos e a complexidade do
meio dependem do tipo celular que sera cultivado. Além disso, por ser altamente especifico €
necessario adaptaco para cada tipo celular em alguns casos (ALVES e GUIMARAES, 2010).

Particularmente, no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, a suplementacdo com
elementos proteicos é essencial para o desenvolvimento folicular (ARUNAKUMARI,
SHANMUGASUNDARAM e RAO, 2010). A albumina sérica bovina (BSA) é a proteina
mais abundante no plasma sanguineo (USTA et al., 2014), sendo frequentemente empregada
para substituir o soro nos meios de cultura (DEL COLLADO, 2014). A BSA tem importante
funcdo na reducdo do risco de estresse oxidativo, 0 que garante protecdo aos 00citos
(OTSUKI et al., 2012).

A associacdo de insulina-transferrina-selénio (ITS) vem sendo utilizada como
antioxidante em meios de cultivo celular diminuindo a producdo de radicais livres e
peroxidacao de lipidios (LEE et al., 2005). A insulina é um hormdnio fundamental para a
cultura celular e esta envolvida no crescimento e desenvolvimento de uma ampla variedade de
tipos celulares. A transferrina atua no estimulo da proliferacdo celular, participa como
carreadora de ferro intracelular e ainda desempenha papel desintoxicante retirando metais
toxicos existentes no meio. Ja o selénio € um elemento fundamental em selenoproteinas,

composto quimicos com propriedades antioxidantes (VAN DER VALK et al., 2010).

O acido ascorbico também é um importante antioxidante indicado para o cultivo in
vitro, devido a capacidade de reagir com metais existentes no meio de cultura, impedindo a

oxidacdo dos mesmos. Além disso, é fundamental na sintese de coldgeno (MORAES et al.,
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2008). E ainda favorece a viabilidade e o desenvolvimento folicular em caprinos (SILVA et
al., 2011) e contribui para a ativacao folicular em bovinos (ANDRADE et al., 2012).

Além de elementos antioxidantes, substratos energéticos sdo acrescentados ao meio,
como a hipoxantina que conserva a taxa de foliculos morfologicamente normais no cultivo
(SILVA et al., 2004). Esta substancia produz SACK (suppression of asymetric cell kynetics,
supressdo da cinética celular assimétrica), que resulta em divisbes predominantemente
simétricas de CT. Isso da origem a uma geracdo de populacdo de CTS in vitro, sem
diferenciacio (PARE e SHERLEY, 2011).

Dentre as perspectivas de pesquisa com meios enriquecidos, destaca-se 0 uso de CTM
em co-cultivos (WU et al., 2002; HAIDARI et al., 2008; RAMESH et al., 2008). Néo
obstante, faz-se mister a elucidacéo dos potenciais efeitos dos meios convencionais de cultivo
de CTM com meios de cultivo folicular sobre a cinética e plasticidade destas células, a fim de
mitigar as davidas persistentes sobre sua utilizacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
interacdo entre os meios de cultivo celular de CTM e folicular ovariano, baseado na resposta

celular quanto a cinética e plasticidade de CTM caprinas.

Este trabalho encontra-se estruturado com uma introducdo, manuscrito cientifico
desenvolvido conforme as normas do periddico “Ciéncia Rural” (ISSN: 1678-4596, Qualis
Capes B1, na area de Zootecnia e Recursos Pesqueiros), consideracdes finais e referencial
bibliogréfico.



19

MANUSCRITO
INTERACAO IN VITRO DOS MEIOS DE CULTIVO GLUTAMINA ADITIVADO E

FOLICULAR OVARIANO SOBRE A CINETICA E PLASTICIDADE DE CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS CAPRINAS

A ser submetido ao periddico Ciéncia Rural
ISSN: 1678-4596

Quialis B1



20

Interaction of the additive glutamine and ovarian follicular culture mediums on the

kinetics and plasticity of mesenchymal stem cells of caprine bone marrow

T.M.V.Santos?, N.M.ArgoloNeto?, M.A.M.Carvalho®

ABSTRACT

The stem cells stand out for their great therapeutic potential, however the cultivation of stem
cells in unconventional medium is little studied, this post, we aim to evaluate the interaction
between the standard culture medium for stem cells and the culture medium of ovarian
follicles, combined in concentrations gl: 100%/0%, g2: 70%/30%, ¢3: 50%/50%, g4:
30%/70%, respectively, by evaluation of growth curve and differentiation ability cell, we infer
that the treatment used in group 2 presented the best result regarding the kinetics of goat
MSC. In addition, the different concentrations between the two media were able to maintain
cell clonogenicity, as well as cellular plasticity, the latter being demonstrated by the

osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiations.

INTRODUCAO

O potencial terapéutico das células tronco (CT) fomentam diversos estudos,
principalmente na terapia de lesdes, doengas degenerativas ou cronicas (DE SOUSA et al.,
2016). As CT sdo precursoras de outros tipos celulares, caracterizando-se por autorrenovacéo,
diferenciacdo e capacidade de originar diversos tecidos (DE VITA et al., 2013).

Dentre as celulas-tronco sométicas (CTS), as células-tronco mesenquimais (CTM)
destacam-se pela facilidade de coleta, cultivo, elevada plasticidade, caracteristicas
imunomoduladoras e imunossupressoras (MONTEIRO et al., 2010). Essa populacgdo reside
nos tecidos adultos de origem mesodérmica e é responsavel pela manutencdo da integridade
tecidual (ELEOTERIO et al. 2016).

Na medicina veterinaria, as CTM tém sido isoladas com sucesso de diferentes sitios
anatdmicos, como medula dssea (ARGOLO NETO et al., 2016; CABRAL et al., 2012;
RUSSELL et al., 2016; SILVA FILHO et al., 2014), tecido adiposo (PALL et al., 2016;
PESSOA et al., 2014), polpa de dente (CARVALHO et al., 2015) e outros.

1 Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Universidade Federal do Piaui, Teresina, Piaui, Brazil;
2 Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal do Piaui, Teresina, Piaui, Brazil;
3 Departamento de Morfofisiologia Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Piauf, Teresina, Piaui, Brazil.
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O cultivo in vitro devem promover condicOes ideais que simule as circunstancias
encontradas in vivo. Assim, além de pH e osmolaridade adequados, os meios de cultivo
precisam oferecer as substancias que estas células ndo sao capazes de produzir (BRUNNER et
al., 2010). Portanto, estes devem ser ricos em nutrientes para suportar o crescimento e
proliferacdo celular (DIAS et al., 2016). Além disso, estudos indicam que os meios de cultivo
interferem no potencial de diferenciacdo das células isoladas (RIBEIRO et al., 2013).

Diferentes métodos de isolamento e cultivo de células-tronco mesenquimais da medula
0ssea (CTMMO) ja foram empregados com sucesso, mas todos envolvem o uso de meios
convencionais para cultivo de CTM. Logo, pouco se sabe sobre o desempenho das CTMMO
quando cultivadas em meios ndo convencionais. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
interacdo entre os meios de cultivo celular e folicular, baseado na resposta celular quanto a

cinética e plasticidade de CTM caprinas.

MATERIAIS E METODOS
Coleta, isolamento e cultura celular

Coletou-se o aspirado medular do fémur de um caprino sob plano anestésico com
3mg/kg IV de propofol associado a Spg/kg IV de fentanil, e mantido com isofluorano. Todos
os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPI, sob o parecer n°® 117/15.

Para isolamento e cultivo de CTM o aspirado medular foi separado por gradiente de
densidade Ficoll-paque®. As células obtidas foram semeadas em placa de cultivo e incubadas
em estufa a 37°C em 5% de CO? e umidade de 95%. A cada 72 horas foi realizada a troca de
meio, observando-se a morfologia das células em cultura. Ao atingir a confluéncia de 80%, a
cultura foi submetida a tripsinizacdo, para isso, utilizou-se tripsina a 0,25% (Gibco) por 5
minutos em incubadora imida a 37 °C, com posterior inativacdo com o dobro do volume de
meio de cultivo, seguida de centrifugacdo a 300 g, por 10 minutos a 20°C. As celulas foram
repicadas para o dobro da area de cultivo e mantidas em estufa a 37°C em 5% de CO? e
umidade de 95% para expansao.

Criopreservacao

Ap0s a expansdo, as células foram tripsinizadas na terceira passagem, e ressupensas
em meio de congelamento (50% de meio DMEM F12, 40% de soro fetal bovino e 10% de

meio de congelamento dimetil-sulfoxido- DMSO), na concentragdo de 10° células/mL,
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transferidas para criotubos, mantidos em Mr. Frosty (Nalgene, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, EUA), acondicionado em freezer a -86°C overnight e posteriormente

armazenados em nitrogénio liquido.

Meios de cultivos e grupos experimentais

Para avaliacao das células em diferentes meios de cultivos, os meios foram preparados
de acordo com a Tabela 1. ApoOs o preparado, os meios foram associados em concentracdes
distintas: Grupo 1: CTMMO em 100% do MEIO 1 (controle); Grupo 2: CTMMO em 70%
do MEIO 1 e 30% do MEIO 2; Grupo 3: CTMMO em 50% do MEIO 1 e 50% do MEIO 2;
Grupo 4: CTMMO em 30% do MEIO 1 e 70% do MEIO 2.

Tabela 1 - Meios de cultivo utilizados para avaliacdo da resposta celular quanto a cinética e
plasticidade de CTMMO de caprinos.

MEIO 1 MEIO 2
(Meio de cultivo de CTM) (Meio de cultivo folicular)
Dulbecco’s Modified Eagle Minimum Essential Medium Alpha Medium
Medium/Nutrient Mixture F-12 com *
GlutaMAX*
20% de soro fetal bovino* 10 pl de insulina-transferrina-selénio*

1% de penicilina (100.000UI/mL) e 0,0285g de hipoxantina**
estreptomicina (10.000pg/mL)*

1% de L-glutamina (2uM)* 0,1250g de albumina do soro bovino**
1% de aminoacidos ndo essenciais*

*Adquiridos da Gibco
**Adquiridos da Sigma

Ensaio de unidade formadora de col6nia fibroblastéide (UFC-F)

Células em quarta passagem foram separadas em grupos e cultivadas em placas na
concentracéo de 10* células/mL, cada grupo recebeu o tratamento correspondente. As culturas
foram monitoradas e expandidas, até a identificacdo de agrupamentos celulares de, no
minimo, 20 células aderentes, com morfologia homogénea fusiforme ou fibroblastéide. As
células foram fixadas em formaldeido a 10% tamponado, por 30 minutos e coradas com

Giemsa.
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Ensaios de diferenciacéo celular

Para cada diferenciacdo as amostras foram cultivadas em placas de seis pogos, ao
atingirem 75% de confluéncia os meios de cultivos foram substituidos pelos meios de indugéo
de diferenciacdo especificos seguindo-se as instrucGes dos fabricantes. Para a diferenciacdo
adipogénica, empregou-se o StemPro Adipogenesis Kit (Gibco, USA). As trocas de meio
foram realizadas a cada 72 horas por 14 dias, seguidas de avaliacdo da diferenciacdo apds
fixacdo das células em formol tamponado por 30 minutos, lavagens com PBS e agua
destilada, coloragdo com Oil Red O (Sigma-Aldrich,USA) por 50 minutos e novamente
lavagens com &gua destilada. As goticulas de lipideo intracitoplasmético, corados em
vermelho foram visualizadas sob microscopia de luz invertida. J& para diferenciacédo
osteogénica utilizou-se o StemPro Osteogenesis Kit (Gibco, USA). Foram realizadas trocas de
meio a cada 72 horas por 21 dias. Para a avaliacdo da diferenciacdo, as células foram fixadas
em formal tamponado por 30 minutos, lavadas com agua destilada e cobertas com a coloragéo
Alizarin Red 2% pH 4,2 (Sigma-Aldrich, USA) por 3 minutos, lavadas com agua destilada e
analisadas sob microscopia de luz invertida para observacao de depositos de matriz de célcio,
corados em vermelho.

Para a diferenciacdo condrogénica, substitui-se 0 meio de cultivo pelo StemPro
Chondrogenesis Kit (Gibco, USA), com trocas a cada 72 horas por 14 dias, e entdo as células
foram fixadas em formol tamponado e corados com Alcian Blue e Azul de Toluidina (Sigma-
Aldrich,USA).

Os botdes celulares formados durante os ensaios de diferenciagdo foram fixados e
incluidos em parafina processados por técnica histolégica de rotina e coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE), visualizadas por microscopia de luz para avaliacdo da morfologia,
presenca de nodulos celulares entremeados por uma matriz extracelular de

gliocosaminoglicanos.

Ensaio de cinética celular sob curva de crescimento por saturagédo

As células em quarta passagem, na concentracdo de 3,5x10° células/pogo foram
semeadas em placas de 12 pogos. A curva foi realizada no intervalo de 21, a cada 24 horas
uma placa foi selecionada aleatoriamente, tripsinizada, contada e avaliada quanto a
viabilidade pelo método do azul de tripan em camera de Neubauer em microscopio 6ptico,
conforme ARGOLO NETO et al. (2016).
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Analise estatistica

Foi utilizado a analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. O programa Vassar Stats utilizado para a realizacdo dos

calculos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os protocolos utilizados para isolamento, cultivo e expansdo das CTMMO foram
eficientes e permitiram a manutencdo das culturas até a terceira passagem em garrafas de
cultivo de 25cm? com concentracdo média de 0,8x108 células/mL. Nas primeiras 24 horas,
observou-se uma cultura heterogénea, composta por células mesenquimais aderidas, células
mononucleares e hemacias em suspensdo com ilustrado na Figura 1A. As celulas atingiram
confluéncia de 80% apds seis dias de cultivo. As CTMMO apresentaram morfologia
alongada, fusiforme, semelhante a morfologia de fibroblastos como na Figura. 1B. A
viabilidade celular média observada foi acima de 90%., a puncdo de 10 mL obtidos da medula
6ssea de um caprino foi suficiente para proporcionar uma boa expansao celular in vitro.
Provavelmente, isso ocorreu pela capacidade clonogénica e de aderéncia a substrato plastico
das CTM, observadas também por MONTEIRO et al. (2009) e ARGOLO NETO et al. (2016).
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Figura 1 - CTMMO de caprino. (A) Isolamento ap6s 24h, poucas células mesenquimais
aderidas e células mononucleares e hemacias em suspensdo; (B) Células em formato
fibroblastoide, com confluéncia celular de 65%.

O isolamento das CTMMO evidenciou um rendimento médio de 4,74 x 10°
células/mL. A média celular obtida foi ligeiramente superior a 4,6x10° células/mL verificada
por SILVA FILHO et al. (2014) para isolamento de CTMMO da tibia de caprinos. Um estudo
contemporaneo em catetos (ARGOLO NETO et al., 2016) relatou concentracdo média
similar, com 4,7x10° células/mL isoladas. Contudo, em felinos domésticos (MACIEL et al.,
2014) e coelhos (ELEOTERIO et al., 2016) foram obtidas concentragdes médias de 12,29x10°



e 5,86x10° células/mL, respectivamente, apds o isolamento. Tais observagdes suscitam a tese
de que o peso e porte fisico ndo sdo determinantes para a obtencdo de grandes concentracfes
de CTM derivadas da medula 6ssea.

O ensaio de CFU-F é empregado para afirmar a clonogenicidade, capacidade de
originar células-tronco iguais (SEDGLEY E BOTERO, 2012). Essa habilidade é resultado da
divisdo simétrica, na qual uma célula gera duas células-filhas idénticas a célula-mae
(YADLAPALLI e YAMASHITA, 2013).

A capacidade de formar coldnias foi observada nos quatro grupos. As células
conservaram caracteristica fibroblastdide e apresentaram crescimento radial, com tendéncia a
coalescéncia entre as coldnias e organizacdo de monocamada celular ilustrado na Figura 2. Os
grupos experimentais exibiram col6nias heterogéneas quanto ao didmetro e baixa densidade

celular (menos de 50 células), compostas por células morfologicamente homogéneas.

1000 um 1000 pm

1000 um 1000 pm

Figura 2 - Ensaio de unidade formadora de coldnias fibroblastéides de CTMMO de caprino.
(A) Grupo 1(Controle); (B) Grupo 2 (CTMMO em 70% do MEIO 1 e 30% do MEIO 2); (C)
Grupo 3 (CTMMO em 50% do MEIO 1 e 50% do MEIO 2); (D) Grupo 4 (CTMMO em 30%
do MEIO 1 e 70% do MEIO 2).

Quanto a diferenciacdo osteogénica, observou-se, em todos 0s grupos, mudancas
morfoldgicas progressivas a partir do 10° dia em cultivo, como maior relacdo nucleo:
citoplasma, aspecto celular cuboide e nucleo central esférico. Apo6s 18 dias de cultivo, as
células adquiriram arquitetura andloga a osteoblastos, com bordas citoplasmaticas irregulares,
formagéo de prolongamentos celulares e aparéncia achatada. A coloracdo com Alizarin Red
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identificou a producdo de cristais de calcio no interior das células, corados em vermelho,

nacleos em tonalidade vermelho e citoplasmas bem definidos e mais basofilicos demonstrado

na Figura 3.
DIFERENCIACAO
OSTEOGENICA
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Figura 3 - Ensaios de
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CONDROGENICA ADIPOGENICA
AR,
4 % | ‘\Sﬁ

difeenciagéo celular de CTMMO de caprino. ‘Diferencia(;éo

osteogénica avaliada com Alizarin Red, grupos 1, 2, 3 e 4. Diferenciacdo condrogénica
comprovada com Alcian Blue, grupo 1, grupos 2, 3 e 4, Diferenciacdo adipogénica
evidenciada com Oil Red, grupos 1, 2, 3 e 4.

As culturas submetidas a diferenciacdo condrogénica, apresentaram transformacoes

morfolégicas gradativas a partir do sétimo dia em cultivo, com alteracdo para formato

cuboide, em todos os grupos deste experimento. Apos a coloracdo com Alcian Blue,

observou-se células coradas em azul devido a presenca de glicosaminoglicanos ilustrado na

Figura 3.
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Em todos os grupos celulares a diferenciacdo adipogénica indicou modificacfes a
partir do nono dia de cultivo apresentando-se com formato hexagonal irregular e com
granulos citoplasmaticos birrefringentes. Quando coradas com Oil Red, identificou-se no
citoplasma, aglomeracdo de goticulas lipidicas, de coloragdo vermelho-acastanhado (Figura
3).

Durante a realizacdo do ensaio de diferenciacdo condrogénica, houve formacdo de
botdo celular nas culturas dos grupos 2, 3 e 4. A andlise histologica evidenciou material
amorfo fracamente basofilico sugestivo de matriz extracelular relacionada a cartilagem
(Figuras 4A, B e C). O botéo celular do grupo 3 foi dissolvido durante o processamento

histolégico.

.

N A 0N e ~ 23 % rs N 7 . Tk
Figura 4. Histologia dos botbes celulares. Diferenciagdo condrogénica. (A) HE; (B e C) material
amorfo fracamente basofilico sugestivo de matriz extracelular (*). Diferenciacdo osteogénica. (D)
material sugestivo de mineralizacdo ( » HE.

No ensaio de diferenciacdo osteogénica também foi observado no grupo 3, formacéo
de botdo celular de formato esférico. O qual demonstrou material sugestivo de nddulos de
mineralizacdo na anélise histoldgica, corados pela técnica de HE (Figura 4D).

Avaliando o comportamento das CTMMO nos diferentes meios de cultivo (Tabela 2),
os grupos 1, 2, 3 e 4 apresentaram curva de crescimento com média de 83,1x103+13,5;
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98,2x10%+13,1; 72,4x10%+14,1 e 48,2x10°+13,0 células/mL por poco, respectivamente, ao
longo de 21 dias de cultivo (Tabela 2). Contudo, houve diferenca estatistica a 5% apenas para

os tratamentos aplicados entre os grupos 1 e 4,2 e 3,e 3 e 4.

Tabela 2 Descri¢do do crescimento médio e desvio-padrdo de CTMMO cultivadas em quatro
diferentes meios, durante 21 dias, demonstrando, a média de crescimento celular e o desvio-
padréo.

DIAS GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Média DP  Média DP  Média DP Média DP
1 35 + 00 35 + 0,0 35 + 00 35 + 0,0
2 37 + 09 35 + 00 35 + 00 35 + 00
3 48 + 18 93 + 51 53 + 14 35 + 0,0
4 48 + 1,8 70 + 23 83 + 28 48 + 18
5 358 + 11,1 458 + 244 31,7 + 128 70 + 13
6 825 + 300 100,0 + 283 1142 + 89 525 + 16,7
7 91,7 + 61 975 + 167 1152 + 82 67,5 + 450
8 942 + 1,1 151,7 + 222 1233 + 82 633 + 56
9 1150 + 133 1783 + 161 1850 + 30,0 942 + 294
10 2066 + 639 1883 + 156 1853 + 357 97,5 + 21,7
11 210,5 + 280 206,77 + 339 1880 + 133 1383 + 294
12 2275 + 250 2383 + 344 2258 + 1061 1733 + 389
13 150,3 + 10,4 2125 + 200 1025 + 18,3 842 + 38
14 146,8 + 11,2 2038 + 94 700 + 87 700 + 16,7
15 141,7 + 489 2007 + 115 61,7 + 189 650 + 23,3
16 483 + 11,1 618 + 44 242 + 28 458 + 26,1
17 41,7 + 46 575 + 150 21,7 + 111 133 + 11
18 400 + 13 483 t 7,6 192 + 556 92 + 61
19 393 + 38 392 + 61 17,8 + 21 83 + 44
20 373 + 42 50 + 1,0 108 + 11 43 + 04
21 192 + 56 25 + 03 25 £ 0.2 25 + 02
83,1 135 98,2 13,1 724 14,1 48,2 13,0

As culturas ascenderam lentamente até o quarto dia de observacdo, quando as
concentragfes aumentaram progressivamente até o 12° dia. Antes de atingirem o ponto de
saturacao os grupos indicaram intervalos de crescimento mais acelerado: grupo 1 entre 4° e 6°

dia e entre 9° e 10° dia, grupo 2 entre 4° e 6° dia com a ressalva de ponto de inflex&o logo em
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seguida, grupo 3 entre 4° e 6° dia, 8° e 9° dia e entre 11° e 12°dia, e grupo 4 entre 5° e 6° dia e
entre 10° e 12° dia. Apds saturagdo as concentracdes celulares diminuiram de forma abrupta
entre 12° e 13° dia e 15° e 16° dia no grupo 1, 15° e 16° dia no grupo 2, 12° e 13° dia no grupo

3 e 12°¢e 13° dia para o grupo 4, com diminuicdo gradual até o 21° dia (Figura 5).
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Figura 5 - Representacdo grafica da cinética de crescimento de CTMMO de caprino
cultivadas em quatro diferentes meios, durante 21 dias.

O desempenho das CTMMO em curva de crescimento, observado no presente estudo
para 0s quatro grupos, revelou uma fase lag curta, seguida de um crescimento exponencial na
fase log e finalizado pela fase de declinio ou morte (Figura 5). Este comportamento diverge
da maioria dos perfis de curvas de crescimento celular, uma vez que ndo relata a fase
estacionaria ou plateau. Entretanto, corresponde ao descrito por SILVA FILHO et al. (2014)
para medula 6ssea de caprino. Resultados similares também foram descritos em cutia
(CARVALHO et al., 2015) e cateto (ARGOLO NETO et al., 2016). Permanecem
desconhecidas as causas de tais diferencas entre as espécies.

O intervalo de tempo para cada fase esta diretamente relacionado com as condicdes de
cultivo celular, como também pela habilidade de adaptacdo da célula (URIO et al., 2010).
Estes principios podem justificar a diferenca quanto ao periodo de duragdo na fase lag
apresentada pelo grupo 4 em relagdo aos demais. SUN et al. (2010) observou que esta fase
também apresenta maior duracdo quando as culturas s@o iniciadas em baixas densidades
celulares, o que é indesejavel. A exaustdo de nutrientes ou confluéncia da area de cultivo ap6s

a fase log pode ser a causa provavel do declinio da curva.
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Quando se comparou o crescimento celular médio nos diferentes grupos, constatou-se
que este foi significativamente igual tanto quando utilizado 100% de meio de CTM, quando
na reducédo para 70% do meio de cultivo de CTM com acréscimo de 30% de meio de cultivo
folicular, tratamentos empregados nos grupos 1 e 2, respectivamente. O desempenho celular
diminuiu com a associacdo de 50% de cada um dos meios, grupo 3 e foi menor com a
associacdo de 30% do meio de cultivo de CTM a 70% de meio de cultivo folicular, grupo 4. O
que permite supor que os tratamentos utilizados nos grupos 1 e 2 sdo 0s mais recomendaveis e
os utilizados no 3 e 4 sdo desaconselhaveis.

A aderéncia ao pléstico, morfologia fusiforme ou fibroblastdide e capacidade de
diferenciacdo em osteoblasto, adipocito e condrdcito in vitro, comprovaram a linhagem de
indiferenciacdo e plasticidade destas células. Estes dados corroboram com os parametros
definidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular para classificacdo de populacGes de
CTM (DOMINICI et al., 2006). Esses parametros também foram observados em estudados
realizados na espécie equina (DE VITA et al., 2013) e caprinas (SILVA, 2016).

CONCLUSAO

Os achados determinaram que a associagdo entre o meio de cultivo padrdo para
células-tronco e o0 meio de cultivo de foliculos ovarianos na concentracdo de 70%/30% foi a
que proporcionou crescimento celular consideravelmente similar ao encontrado no cultivo
com o controle. Assim, dentre os tratamentos testados o utilizado no grupo 2 apresentou o
melhor resultado quanto a cinética de CTM caprinas. Além disso, as diferentes concentragdes
entre os dois meios foram capazes de manter a clonogenicidade das células, assim como a
plasticidade celular, sendo a ultima demonstrada pelas diferenciacdes osteogénica,

adipogénica e condrogénica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados inferem que as diferentes associacfes de meio de cultivo de CTM
com meio folicular foram capazes de manter a clonogenicidade das células, assim como a
plasticidade celular. Contudo, apesar da capacidade adaptativa das CTM caprinas ao co-
cultivo com outra linhagem celular, hd um limite da composi¢do do meio especifico para estas
células que favorecem o seu desenvolvimento. Portanto, é necessario mais pesquisas e
investimentos no desenvolvimento de meios de cultivos e suplementos, para ampliacdo da

viabilidade e cinética celular em sistemas de co-cultivo.
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