LEANDRO FADEL

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
DE SANGUE UMBILICAL E DE TECIDO ADIPOSO COLETADOS POR VIA
INTRAABDOMINAL E UTERINA EM OVINOS

Sao Paulo

2009



LEANDRO FADEL

Caracterizacao morfoldgica de células-tronco
mesenquimais de sangue umbilical e de tecido adiposo
coletada por via intraabdominal e uterina em ovinos

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em  Anatomia dos
Animais Domésticos e Silvestres da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias

Departamento:
Cirurgia

Area de Concentracéo:
Anatomia dos Animais Domésticos e
Silvestres

Orientador:
Prof. Dr. Carlos Eduardo Ambraésio

Sao Paulo
2009



Autorizo a reprodugéao parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGCAO-NA-PUBLICACAO

(Biblioteca Virginie Buff D’Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo)

T.2147 Fadel, Leandro
FMVZ Caracterizagdo morfolégica de células-tronco mesenquimais desangue
umbilical e de tecido adiposo coletada por via intraabdominal e uterina em
ovinos / Leandro Fadel. — Sdo Paulo : L. Fadel, 2009.
57 f. :il.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade de Sao Paulo. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. Departamento de Cirurgia, 2009.

Programa de Poés-Graduagdo: Anatomia dos Animais Domésticos e
Silvestres.
Area de concentragdo: Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Ambrdésio.

1. Mesenquimal. 2. Sangue de corddo umbilical. 3. Tecido adiposo.
4. Ovino. 5. Cirurgia abdominal. 6. Intra-uterina. |. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Comissdo Bioética

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Transplante heterélogo de células
mesenquinais de corddo umbilical em ovinos com osteonecrose da cabega do
fémur induzida”, protocolado sob o n°1203/2007, utilizando 12 (doze) ovinos,
sob a responsabilidade do Dr. Carlos Eduardo Ambrésio, estd de acordo com os
principios éticos de experimentacdo animal da Comissdao de Bioética da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e

foi aprovado em reuniao de 17/10/07.

We certify that the Research “Heterologous transplant of umbilical blood cord
mesenchymal cells in induced osteonecrosis of femoral head in sheeps”, protocol
number 1203/2007, utilizing 12 (twelve) ovine, under the responsibility Dr.
Carlos Eduardo Ambrésio, agree with Ethical Principles in Animal Research
adopted by Bioethic Commission of the School of Veterinary Medicine and

Animal Science of University of Sdo Paulo and was approved in the meeting of
day 10/17/07.

Sao Paulo, 19 de outubro de 2007

o

-Dr. os¢ Luis Bernardino Merusse
resi(de e da Comis ao de Bioética
EMVZ ) USP

Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, n° 87 - 05508-270 - Cidade Universitaria “ Armando de Salles
Oliveira”. Fax: (11) 3032-2224 - fones: (11) 309107676/7671 - e-mail: fmvz@edu.usp.br



FOLHA DE AVALIACAO

Nome: FADEL, Leandro

Titulo: Caracterizacdo morfoldgica de células-tronco mesenquimais de sangue
umbilical e de tecido adiposo coletada por via intraabdominal e uterina em ovinos

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacao em Anatomia dos Animais Domésticos e
Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo para
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias

Data: / /2009
Banca Examinadora

Prof.Dr. Instituicéo:
Assinatura Julgamento:
Prof.Dr. Instituicdo:
Assinatura Julgamento:
Prof.Dr. Instituicdo:
Assinatura Julgamento:




AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Paulo e Vera, pelo incentivo e confianca em mim
depositados. Ao meu irmao Gustavo, meus avés Ivone, Lourdes e Antbnio e todos

meus familiares pelo convivio e por fazer parte do que eu sou hoje.

A professora Maria Angélica Miglino pela oportunidade e confianga na realizagdo

desse projeto.

Ao professor Carlos Eduardo Ambrosio pelo aceite e orientagdo durante essa fase

tao importante.

Ao professor Eduardo Harry Birgel Junior pela colaboracdo na realizagdo da

experimental.

A todo o pessoal do Canil GRMD, por todos os momentos de vivéncia, que me
ensinaram muito. Os momentos bons ficardo na memaoria pra sempre e os dificeis

serviram de ensinamento. Obrigado a todos!

Ao Matheus, pela amizade e ajuda durante toda a realizagdo desse projeto, muito

obrigado amigo.

Aos amigos da “Estamo-nos aqui”’, Sarmento, Thiago e Evander; muito obrigado pela

convivéncia, companheirismo e amizade. Visheee !!!

A Angélica, amiga desde a graduacao, obrigado por, mais uma vez, estar presente

em um momento importante da minha vida.

A Marina Brito (Galega) e a Marina Moreira, muito obrigado pela amizade valiosa de
vocés e diversas horas de boa conversa e boa companhia.

A Cristiane por estar sempre disposta a me ensinar a utilizar o laboratério e

transmitir seus conhecimentos adquiridos nessa area.

A todos, que ndo tiveram seus nomes aqui citados, mas que participaram durante
essa fase, muito obrigado por terem participado dessa fase importante da minha
vida.



Resume



RESUMO

FADEL, L. Caracterizacao morfolégica de células-tronco mesenquimais de
sangue umbilical e de tecido adiposo coletada por via intraabdominal e uterina
em ovinos. [Morphological characterization of mesenchymal stem cells from
umbilical cord blood and adipose tissue collected trough intraabdominal and uterine
in sheep]. 2009. 57 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sao células estromais nao-hematopoiéticas
que possuem capacidade de diferenciacdo, sendo capazes, de diferenciar em
diversos tecidos. As MSCs residem em varios tecidos vém sido isoladas de
diferentes tecidos, tais como cartilagem, tendao, tecido adiposo, do vaso e sangue
umbilical, além de tecidos fetais. O isolamento e caracterizacdo das populacdes
mesenquimais no modelo ovino se faz importante, visto que ele é usado em ensaios
pré-clinicos ortopédicos. Nesse estudo foram utilizados 5 amostras de sangue de
corddao umbilical e 5 amostras de tecido adiposo peri-renal, provenientes de 10
ovinos fémeas adultas. As coletas foram realizadas através de cirurgia para que o
material coletado fosse o mais asséptico possivel. Essas amostras foram
submetidas a diferentes protocolos de isolamento, com a finalidade de se testar o
mais eficiente. Somente um protocolo de cada tecido mostrou-se eficiente no
isolamento da MSCs, porém nenhuma dessas amostras manteve-se viavel ap6s a

primeira passagem.

Palavras-chave: Mesenquimal. Sangue de corddo umbilical. Tecido adiposo. Ovino.
Cirurgia abdominal. Intra-uterina.
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ABSTRACT

FADEL, L. Morphologic characterization of mesenchymal stem cells from
umbilical cord blood and adipose tissue collected trough intraabdominal and
uterine in sheep. [Caracterizacdo morfoldgica de células-tronco mesenquimais de
sangue umbilical e de tecido adiposo coletada por via intraabdominal e uterina em
ovinos]. 2009. 57 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are non hematopoietic stromal cells that are able to
differentiate through several tissues. MCSs home in several tissues and are being
isolated from different tissues, such cartilage, tendon, adipose tissue, vessels and
umbilical blood, and also from fetal tissues. The isolation and characterization of
mesenchymal cells in sheep are important, because it is used in orthopedic pre-
clinical trials. In this study were used 5 samples of umbilical blood and 5 samples of
perirenal adipose tissue from 10 female sheep. All the samples were obtained
through surgery, to harvest aseptic samples. These samples were tested in different
protocols to evaluate the more efficient. Just one protocol from each source showed
significant results in isolation, although none of the samples survived trough the first

passage.

Keywords: Mesenchymal. Umbilical cord blood. Adipose tissue. Ovine. Abdominal
surgery. Intrauterine.
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1 INTRODUCAO

As células tronco, também conhecidas como “stem cells” ou células mae,
foram descritas pela primeira vez por Friedenstein, Gorskajak e Kalajina (1974), os
quais caracterizaram estas como stem cells fibroblasticas capazes de formar
colénias (fibroblastos formadores de col6nias: CFU-f). Possuem morfologia
fibroblastdide, com alta capacidade para replicacdo e apds estimulo apropriado
podem se diferenciar em todos os tipos celulares (CARDOSO; GONZALES;
EZQUERRA, 2003).

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sao células estromais nao-
hematopoiéticas que possuem capacidade de diferenciacdo, sendo capazes, de
diferenciar em diversos tecidos, incluindo osso, cartilagem, tecido adiposo, tendao e
musculo (POUNTOS; GIANNOUDIS, 2005).

As MSCs residem em varios tecidos, mas originalmente foram isoladas de
aspirado de medula 6ssea, porém as MSCs vém sido isoladas de diferentes tecidos,
tais como cartilagem, tendao, tecido adiposo, do vaso e sangue umbilical, além de
tecidos fetais (ROMANQV; SVINTSITKAYA; SMIRNOV, 2003).

O isolamento e caracterizacdo das populagcdes mesenquimais no modelo
ovino se faz importante, visto que ele é usado em ensaios pré-clinicos ortopédicos
(MANGGOLD et al., 2002), de estudo de reacdes a xenotransplante (JAGER et al.,
2006) e também em cirurgia uterina (DUNCOMBE et al., 2002).

Com vista na extracdo de células-tronco no modelo ovino, e fazendo uso da
cirurgia abdominal, seguindo o acesso cirlrgico uterino e 0 acesso a regiao renal;
focamos a coleta de tecidos para a posterior caracterizagcdo de células-tronco em
ovinos e efetuar testes para validar meios de cultivos eficientes para proliferacao
celular de tecido ovino.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar a mais adequada fonte de células-tronco, para futuro uso em
terapias regenerativas, dado a importancia do modelo animal ovino na pesquisa pré-

clinica em ortopedia, e também, a geracao de banco de células-tronco animal.

2.2 Especifico

1. Caracterizar cada fonte de células-tronco, do tecido adiposo e de sangue de
cordao umbilical.

2. Andlise da melhor fonte de acordo com o tipo de procedimento cirurgico e
facilidade de isolamento das células-tronco do referido tecido.

3. Expansdo in vitro da populagdes mesenquimais confluentes e com alta

capacidade de replicagao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A revisao de literatura sera disposta em tdpicos individualizados para facilitar
a compreensao do trabalho dispondo de uma vista geral sobre os assuntos.

3.1 Células tronco de cordao umbilical

Estudos mostram que o sangue do corddo umbilical é uma fonte rica em
células-tronco e células progenitoras com alta capacidade proliferativa (DIMITRIOU,
2004; COHEN; NAGLER, 2004). Assim as células-tronco de corddo umbilical se
tornaram uma alternativa factivel para transplante, tanto autélogo, como heterélogo
(COHEN; NAGLER, 2004).

Dentre as vantagens do transplante a partir do corddo umbilical estdo: a
auséncia de risco para o doador, facilidade e seguranca durante a coleta, reduzido
risco de rejeicdo e rapida disponibilidade (WALDLOW; PORTER, 2002; BARKER,;
WAGNER, 2003; SECCO et al., 2008b).

Barker e Wagner (2003) relatam a possibilidade das células-tronco de cordao
umbilical gerar células de tecidos nao-hematopoiéticos, representando uma nova
fonte de células multipotentes, além da medula 6ssea.

No entanto, a presenca de células de MSCs no sangue umbilical é
controversa. Alguns pesquisadores, utilizando sangue umbilical humano, obtiveram
sucesso no isolamento (ERICES; CONGET; MINGUELL, 2000; LEE et al., 2004),
enquanto outros falharam ou obtiveram uma pequena quantidade (MARESKI et al.,
2001; WEXLER et al., 2003).

Chang et al. (2006) isolaram de sangue de corddao umbilical humano células
mesenquimais, que apresentaram duas caracteristicas fenotipicas diferentes porém
com capacidades osteo-, adipo- e condrogénicas semelhantes, resultado também
obtido por Secco et al. (2008a) . Além dessas linhagens, as células-tronco de cordao
umbilical ja foram, também, diferenciadas em hepatécitos (KANG et al., 2006) e
neurdnios (PARK; LEE; KANG, 2006).
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Fuchs et al. (2005) e Jager et al. (2006), em seus estudos, provaram a
existéncia de células mesenquimais e sua capacidade de diferenciagcdo em células
de linhagem 6ssea, adiposa e cartilaginea; a partir do sangue de cordao umbilical de

ovinos.

3.2 Células tronco de tecido adiposo

Os primeiros trabalhos com o isolamento de células da gordura foram
realizados por Rodbell (1966) e Rodbell e Jones (1966). Os autores coletaram
amostras de gordura de ratos, lavaram o material para retirar células de origem
hematopoiética e incubaram fragmentos do tecido com colagenase, centrifugando o
material resultante separando a porcéo flutuante de adipdcitos maduros do pellet da
fracao vascular estromal .A fracdo vascular estromal é composta de uma populacéao
de células heterogénea, incluindo células circulantes do sangue, fibroblastos,
pericitos,e células endoteliais bem como “pré-adipdcitos” ou progenitores de
adipécitos (RODBELL; JONES, 1966).

Posteriormente esse procedimento de isolamento foi modificado para
utilizacdo em espécimes de gordura de seres humanos (VAN; BAYLISS; RONCARI,
1976).

Inicialmente a coleta de gordura era realizada ocasionalmente em meio a
outros procedimentos cirtrgicos. Com o aumento do numero de cirurgias plasticas e
0 advento da cirurgia lipoaspirativa, 0 acesso a esse tipo de material foi facilitado,
garantindo assim, uma fonte inesgotavel para a obtencao de células progenitoras de
adipdcitos.

Zuk et al. (2001) identificaram uma populacédo de células na gordura humana
de lipoaspiragdo com caracteristicas semelhantes as de células-tronco
caracterizadas através da citometria de fluxo e diferenciacdo em tecidos 6sseos,
cartilaginosos, musculares e adipogénicos.

Zuk et al. (2002) -caracterizaram extensivamente através de testes
moleculares e bioquimicos as células extraidas da gordura humana, podendo
afirmar que o tecido adiposo é uma fonte para obtencdo de células-tronco
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multipotentes, com caracteristicas de marcagao celular e de expressdo de genes
com caracteristicas unicas, que diferem das células-tronco mesenquimais em alguns
aspectos.

O tecido adiposo possui origem mesodermal e mesenquimal, e contém um
estroma de suporte que pode ser facilmente isolado. Baseado nisso, podemos
afirmar que o tecido adiposo pode ser uma fonte inestimavel de células-tronco, com
ampla possibilidade de utilizacdo no campo da medicina regenerativa.

Tecido adiposo pode ser coletado em grande quantidade com minima
morbidade. Além disso, o isolamento e expansdao de células-tronco da gordura
(CTG) vém sendo realizado com sucesso apresentando grande potencial de
diferenciacdo tecidual. A soma dessas caracteristicas e a facil obtencao desse
material sugerem que a gordura pode ser uma fonte inestimavel para a sua

aplicacao em biotecnologia (FRASER et al., 2006).



Material e Métados



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados dez ovelhas fémeas da raca Santa Inés, com idade entre 18
a 24 meses, higidas. Os animais foram mantidos na Clinica de Bovinos e Pequenos
Ruminantes da FMVZ-USP em duas baias de 12 metros quadrados, cinco animais
em cada baia. Foi fornecida alimentacédo a base de feno duas vezes ao dia e 200
gramas de racdo peletizada por animal uma vez ao dia. Todos os animais foram
mantidos sob as mesmas condigdes de manejo durante todo periodo experimental.

Os animais foram adquiridos do municipio de Sao Paulo (SP) (Figura 1). Os
ovinos foram devidamente transportados para o Hospital Veterinario, setor de
Grandes Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (USP) com colaboracéo do professor Dr. Eduardo Harry
Birgel Junior, onde se realizou a coleta do sangue do corddo umbilical, através de
cordocentese intra-uterina, descrita posteriormente.

Foram coletadas 5 amostras de sangue de cordao umbilical, de fetos com
aproximadamente 140 dias de gestacdo; sendo que o volume total de sangue
aspirado por animal foi de 20 ml. O sangue foi obtido, através de puncao da artéria
umbilical, o qual foi posteriormente transportado em caixa de isopor com gelo, para o
Laboratério de Células-Tronco do setor de Anatomia dos Animais Domésticos e
Silvestres da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo (USP).

Para realizar o isolamento a partir do tecido adiposo, foram obtidas 5
amostras. O tecido adiposo foi coletado de forma asséptica da regido peri-renal
esquerda, sendo colocados em tubos Falcon estéreis e apds acondicionado em
caixa de isopor e transportado imediatamente para o Laborat6rio de Células-Tronco
do setor supra-citado.
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Figura 2 - Fémeas da raga Santa Inés adquiridas no municipio de Sdo Paulo para a realizagdo do
experimento

4.2 Protocolo Anestésico

Os animais foram submetidos a jejum de sélidos de 24 horas e de liquidos,
de 12 horas. Apés 0 jejum, os animais foram pré-medicados com 0,3 mg/kg de
midazolam associado a 2 mg/kg de cloridrato meperidina por via intravenosa na
mesma seringa.

Apo6s 5 minutos da realizagdo da medicagdo pré-anestésica, os animais
foram induzidos a anestesia com 3 mg/kg de propofol associado a 5 pg/kg de
fentanil por via intravenosa, intubados com sonda endotraqueal de tamanho 9G e
mantido em com anestésico inalatério isofluorano.

Todos os procedimentos anestésicos foram realizados com monitoragao
cardiaca e oximetria de pulso. Os animais submetidos as coletas receberam 0,2
mg/Kg de meloxicam e 25 mg/Kg de dipirona sodica para analgesia imediata,
mantida posteriormente com 0,1m/Kg de meloxicam uma vez ao dia durante
aproximadamente 5 dias. Foi feita, também, antibioticoterapia profilatica em todos os
animais a base de penicilina na dose de 20.000 Ul/Kg durante 5 dias.



4.3 Coleta do sangue do cordao umbilical

A coleta do material foi realizada sob condi¢cdes higiénicas e assépticas
evitando assim a contaminacdo das amostras pelo meio externo.

Utilizou-se duas técnicas para a coleta do sangue umbilical, a cordocentese
intra-uterina e a cesariana.

Para realizagdo da cordocentese intra-uterina utilizou-se a técnica descrita por
Hecker (1974).

O procedimento cirargico inicia-se, com a tricotomia do flanco esquerdo e anti-
sepsia da regidao com iodo povidona e posteriormente alcool iodado a 2,5% (Figura
2-A); seguida da incisdo com auxilio de uma lamina de bisturi. Primeiramente
incisou-se, a pele, os musculos abdominais (interno e externo) e o periténio, obtendo
desta forma acesso a cavidade abdominal, onde, apods afastar cranialmente o
rumen, foi possivel identificar e exteriorizar o utero gravidico.

Apdés a identificacdo e exteriorizacdo do corno uterino gestante, foram
aplicadas duas suturas seromuscular de apoio com fio absorvivel. As suturas foram
tracionadas e realizou-se uma incisdo longitudinal no 6rgao entre elas, na curvatura
maior do corno gravidico, desviando de regido com maior vascularizagdo (Figura 2-
B), procedimento este que possibilitou 0 acesso, que apds divulsdao das membranas
fetais fez-se a exposicao do corddao umbilical (Figura 2-C, D e E). Com o feto e seus
invélucros ainda dentro do Utero, sem incisar a placenta, realizou-se a puncéao da
artéria umbilical com auxilio de uma seringa de 5 ml (previamente heparinizada) e
agulha 25x7 (Figura 2-F, G e H). O cordao foi devolvido ao interior do Uutero,
realizando a sutura do 6rgao, o qual, este foi devidamente recolocado na cavidade
abdominal, de tal forma a retornar ao seu local anatébmico de origem, prosseguiu
com a sutura do peritdnio, musculos abdominais (externo e interno) e pele.

O material coletado foi acondicionado em tubos heparinizados de 9ml, para os
processamentos de cultivo celular. Todas as amostras seguiram para o Laboratério
de Células-Tronco do setor de Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(USP), em caixas de isopor a 4°C onde foram fracionadas e processadas.

Nos animais nos quais foi utilizada a cesariana, procedeu-se do mesmo modo

a técnica de cordocentese intra-uterina até a coleta do sangue. ApGs a coleta, a



placenta era rompida e corddao umbilical era clampeado com uso de pinc¢as de Crille
e incisado ente elas. Foi feita a ligadura do corddo e a sutura do uUtero, musculos

abdominais e pele do mesmo modo descrito acima.

t 2
HED - il

Figura 2 - Procedimento cirlrgico, cordocentese intra-uterina em ovino. (A) regido do flanco esquerdo
tricotomizada e apés anti-sepsia. (B) incisdo cirdrgica da pele. (C e D) exposigdo do corno
uterino gravidico. (E) apds realizagdo da histerotomia. (F) exposicdo do membro pélvico do
feto para facilitar o acesso do corddo umbilical. (G e H) exposi¢éo e centese da artéria do
corddo umbilical
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4.4 Coleta do tecido adiposo

O acesso a cavidade abdominal foi realizado como descrito anteriormente,
onde neste procedimento, foi realizado incisdo paracostal. Apds rebater o rimen
cranialmente, o rim esquerdo foi identificado (Figura 3-A, B).

O tecido adiposo peri-renal foi divulsionado manualmente e depois pingado
com pinga Crille (Figura 3-C). Incisou-se o material no qual foi acondicionado em
tubo falcon estéril e apés em isopor com gelo. Realizou-se a ligadura do tecido
adiposo remanescente, a fim de evitar qualquer tipo de hemorragia.

Prossegui-se com a sutura do peritbnio, masculos abdominais (externo e

interno) e pele para o término do procedimento (Figura 3-D).

A

Figura 3 - Procedimento cirurgico, coleta de tecido adiposo peri-renal em ovino.
(A) regiao do flanco esquerdo tricotomizada e apds anti-sepsia. (B)
incisdo cirargica da musculatura. (C) Fragmento de tecido adiposo a
ser coletado. (D) Pés-operatério imediato



4.5 Isolamento e cultivo de células do sangue umbilical

Com o objetivo de isolar as células tronco mesenquimais do sangue de cordao
umbilical de ovinos ‘in vitro” foi necessaria a realizacao de diversos ensaios a fim de
isolarmos as células mononucleares do sangue umbilical.

Todo o procedimento de separacdo de células mononucleares ocorreu dentro
do fluxo laminar MINIFLOW | de forma que os materiais utilizados, a superficie de
contato e o ambiente estivessem esterilizados, reduzindo assim as chances de

qualquer tipo de contaminacdo das amostras e dos meios de cultivo (Figura 4-A).

4 5.1 Protocolo 1

A fracdo do sangue destinada ao cultivo celular foi primeiramente diluida em
solucao contendo DMEM-H na proporcao 1:1 (Figura 4-B, C, D e F), a esta solucao
foi entdo adicionado Ficoll Hipaqui™ Plus lentamente. O material entdo foi
centrifugado na centrifuga Rotina 46R (Hettich Zentrifugen) durante 25 minutos a
1600 rpm a 20°C (Figura 4-E), com o objetivo de formar um “pellet” de células
mononucleares (Figura 4-G). Apds a centrifugacao, nao foi observada a formacao do
“pellet” caracteristico de células mononucleares, e sim de um discreto “halo”
esbranquicado (Figura 5-A); o qual foi isolado e submetido a 3 lavagens com
solucéo fisiolégica a 2000 rpm por 7 minutos a 20°C, a fim de retirar todo Ficoll
Hipaqui™ Plus excedente, o qual apresenta toxicidade para as células.

O “pellet” resultante das centrifugacoes foi contado em camara de neubauer e
transferido para garrafas de cultivo de 25cm?, estas foram incubadas em estufa
Thermo Electron Corporation (Forma Series Il Water Jacketed CO. Incubator HEPA
Class 100) sob as condigdes de cultivo a 37°C com umidade relativa proxima de
100% e atmosfera gasosa de 5% de CO..



4 5.2 Protocolo 2

O procedimento ocorreu dentro do fluxo laminar MINIFLOW I. A fracdo do
sangue foi diluida em solugéo contendo DMEM-H na proporcéo 3:1, esta solugéo foi
filtrada em malha mesh de 100 um e posteriormente centrifugada a 2.500 rpm por 5
minutos a 20°C.

O sobrenadante resultante da centrifugacao foi desprezado, e o “pellet” foi
resuspendido em 10 ml de PBS, a esta solugao foi entdo adicionado Ficoll Hipaqui™
Plus lentamente. O material foi centrifugado durante 30 minutos a 2.500 rpm a 20 °C.
Apés a centrifugacao ocorreu a formacao de um discreto “halo” esbranquicado, este
foi transferido de tubo com ajuda de uma pipeta e lavado 2 vezes com PBS por 5
minutos na centrifuga a 2.500 rpm e 20°C. O material resultante foi ent&do foi contado
em camara de neubauer sendo posteriormente transferido para garrafas de cultivo
de 25 cm?; cada garrafa recebeu um total de 2,0 x 10° de células mononucleares,
sendo as mesmas encubadas em estufa Thermo Electron Corparation (Forma Series
Il Water Jacketed CO. Incubator HEPA Class 100) sob as condigdes de cultivo a 37°
C com umidade relativa proxima de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO.,

4.5.3 Protocolo 3

O procedimento ocorreu dentro do fluxo laminar MINIFLOW I. O sangue foi
diluido em solucdo contendo DMEM-H na proporcao 3:1, foi centrifugado por 30
minutos a 2.026 rpm a 20°C. Apds o processo de centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o “pellet” foi ressuspendido com 10 ml de DMEM-H, sendo novamente
centrifugado por 3 vezes a 2.156 rpm por 7 minutos a 20°C.

O material resultante do procedimento (Figura 5-B) foi contado em camara de
neubauer e transferido para garrafas de cultivo de 25 cm?; cada garrafa recebeu um
total de 2,5x10* de células mononucleares, foram incubadas na estufa Thermo
Electron Corparation (Forma Series Il Water Jacketed CO, Incubator HEPA Class

100) sob as condi¢des de cultivo a 37°C com umidade relativa proxima de 100% e



atmosfera gasosa de 5% de CO, ApGs 72 horas as células ndo aderentes foram
desprezadas.

Figura4 - Processamento para isolar células mononucleares do cordao umbilical com Ficoll Hipaqui™
Plus. A fluxo laminar MINIFLOW |. Em B, C e D aliquota sanguinea sendo diluida e
homogeneizada em meio de cultivo DMEM-H. E amostras do sangue de cordao umbilical
sendo centrifugadas em centrifuga Rotina 46R (Hettich Zentrifugen™). F sangue do cord&o
umbilical antes da centrifugacéo e G, apds a centrifugacéo
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Figura 5 - A imagem acima destaca a diferenca de duas amostras obtidas entre dois
protocolos distintos, em A amostra contendo Ficoll Hipaqui™ Plus, apés
centrifugacéo e formagao de “pellet” de células totais do sangue (asterisco)
e destaque para o “halo” esbranquigado (seta). Em B evidenciamos a
amostra sem ficoll, com formagao de um “pellet” de células totais do sangue
(asterisco)

4.5.4 Expansao in vitro das células do sangue umbilical

Com o objetivo de expandir células tronco mesenquimais em cultura foi
utilizado 3 preparacdes de meios de cultivo destinadas a expans&o do tipo celular
citado. Desta forma avaliaremos o crescimento celular comparando as
caracteristicas celulares resultantes do cultivo, podendo estabelecer o meio de
cultivo ideal para as células de cordao umbilical de ovinos.

Os meios de cultivo utilizados foram Alfa-MEM (Alpha Minimum Essential
Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino-GIBCO e 1%
penicilina/estreptomicina; DMEM-High (Dulbecco’s Modified Eagle Medium — High
Glucose), suplementado com 10% de soro fetal bovino-GIBCO e 1%
penicilina/estreptomicina; DMEM-Low (Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Low
Glucose), suplementado com 10% de soro fetal bovino-GIBCO e 1% penicilina/
estreptomicina.

As amostras resultantes da centrifugagéo foram ressuspendidas em meio de
cultivo, sendo posteriormente transferida para uma garrafa de cultivo de 25cm?2, que



estavam previamente preenchidas com meio de cultivo. (Figura 6-A, C e D). Cada
garrafa de cultivo foi devidamente identificada com o meio de cultivo, dia, més,
procedéncia do material, nimero total de células e o nome do aluno responsavel
(Figura 6-B). Ambas foram encubadas na estufa Thermo Electron Corparation
(Forma Series Il Water Jacketed CO, Incubator HEPA Class 100) sob as condicbes
de cultivo a 37,5° C com umidade relativa proxima de 100% e atmosfera gasosa de
5% de CO, (Figura 6-E e F).
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Figura 6 - Em A garrafa de cultivo (25cm?). B identificagdo das garrafas com dia, més, o meio de cultivo, a
quantidade de células e o material inoculado. C e D garrafas com o meio de cultivo e o material
sendo inoculado. E garrafas sendo armazenadas na estufa de CO,. F estufa Thermo Electron
Corparation



4.6 Isolamento e cultivo de células do tecido adiposo

Com o objetivo de isolar as células-tronco mesenquimais, do tecido adiposo de
ovinos ‘in vitro” foi necessaria a realizacao de diversos ensaios, descrito abaixo, com
vistas ao isolamentodas células mononucleares do tecido adiposo.

Todo o procedimento de separacao de células mononucleares ocorreu dentro
do fluxo laminar MINIFLOW | de forma que os materiais utilizados, a superficie de
contato e o ambiente estivessem esterilizados, reduzindo assim as chances de

qualquer tipo de contaminacédo das amostras e dos meios de cultivo.

4.6.1 Protocolo 1

Foi realizado uma lavagem com PBS e apdés o material foi cortado em
pedacos de 50 mm®. Esses fragmentos foram incubados em solugdo de PBS com
0,05% de colagenase durante 90 minutos a 37°C. Terminado esse periodo, a
suspenséo de células resultante foi filtrada através de uma malha mesh de 100 um.

O resultado do filtrado foi centrifugado a temperatura ambiente durante 10
minutos a 600g na centrifuga Rotina 46R (Hettich Zentrifugen). O pellet formado foi
ressuspenso em meio de cultura, onde realizou-se mais 3 lavagens do material.
Depois da lavagem, as células foram plagueadas em garrafas de cultura e mantidas
na estufa Thermo Electron Corparation (Forma Series Il Water Jacketed CO.
Incubator HEPA Class 100) sob as condi¢cdes de cultivo a 37°C com umidade
relativa préxima de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO..

4.6.2 Protocolo 2

Foi realizado uma lavagem com PBS e apds, o material foi cortado em
pedacos de 50 mm®. Esses fragmentos foram incubados em solugdo de PBS com
0,05% de colagenase durante 45 minutos a 37°C. Terminado esse periodo, a



suspensao de células resultante sera filtrada através de uma malha mesh de 100
pm.

O resultado do filtrado sera centrifugado a temperatura ambiente durante 10
minutos a 600g na centrifuga Rotina 46R (Hettich Zentrifugen). O pellet formado sera
ressuspenso em meio de cultura, onde realizou-se mais 3 lavagens do material.
Depois da lavagem, as células foram plagueadas em garrafas de cultura e mantidas
na estufa Thermo Electron Corparation (Forma Series Il Water Jacketed CO,
Incubator HEPA Class 100) sob as condi¢cdes de cultivo a 37°C com umidade
relativa préxima de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO..

4.6.3 Protocolo 3

Esse protocolo foi realizado de forma semelhante ao protocolo 2, no qual se
diferencia, pois ao invés de utilizar a colagenase utilizou-se a tripsina. O restante do

processo foi 0 mesmo.

4.6.4 Protocolo 4

Esse protocolo foi realizado seguindo o protocolo 1, onde nesse protocolo,

também foram plagueados pequenos fragmentos de tecido adiposo.
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5 RESULTADOS

5.1 Coleta do sangue do cordao umbilical

A coleta do sangue do cordao umbilical foi realizada através de procedimento
cirurgico devido a caracteristica de a ovelha parir em ambientes onde ndo exista
ameaca a sua prole, que geralmente ocorre durante a noite ou inicio da manha.
Entretanto foram feitos testes de puncao direta de corddo umbilical apds parto e
expulsdo da placenta, ndo obtendo assim, quantidade e qualidade de material para
cultivo celular.

Durante a realizacdo do procedimento, foi encontrada uma complicacdo no
momento da coleta do sangue, pois na primeira coleta a agulha usada foi de calibre
24x07 que apds a retirada dela do vaso gerou um sangramento que foi facilmente
estancado por compressao digital. Foi realizada a substituicdo da agulha por uma de
calibre menor (8x0,3, “insulina”), que nao gerou mais sangramento ao final da coleta.
Durante todo o procedimento, os parametros vitais maternos foram monitorados,
sendo que, tracado eletrocardiografico nao apresentou alteracbes, e o animal foi
mantido em ventilagdo espontanea com boa saturacdo de oxigénio durante todo o
periodo anestésico. Durante o ato cirurgico, o feto permanecia vivo, e foi possivel a
sentir do pulso pré-cordial.

O procedimento mostrou-se, também, inécuo ao feto e fémea, pois a
gestacdao foi a termo sem a necessidade de intervencdo médico veterinario e
nenhuma complicacao puerperal (Figura 7-A, B, C, D).

Nos procedimentos onde se realizou a cesariana, ndo foi encontrado

nenhuma complicacao trans- ou pos-operatéria.
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Figura 7 - Fotografias evidenciando cordeiro no dia do nascimento apés 11 dias do procedimento para a
coleta do sangue do corddo umbilical. Em A evidenciamos a fragdo do cordao aderido a mée. B
e C mostram o cordeiro amamento e na figuraD evidenciamos a viabilidade do cordeiro pos-
parto

5.2 Cultivo celular das células de sangue umbilical

As células derivadas do sangue de corddao umbilical, provenientes dos
protocolos de separagcdo de células mononucleares por gradiente de densidade
Ficoll Hipaqui™ Plus (Protocolos 1 e 2) demonstraram resultados néo satisfatérios,
porém como as células sanguineas totais derivadas do Protocolo 3, demonstraram
resultados melhores quanto ao cultivo e expansao de células-tronco mesenquimais,
mas ainda nao sao satisfatorios.

Estas células foram mantidas em cultivo por um periodo de 15 dias, encubadas
em estufa Thermo Electron Corparation (Forma Series || Water Jacketed CO,
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Incubator HEPA Class 100) sob as condigdes de 37,5°C com umidade relativa
proxima de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO,, com os trés meios de cultivo
mencionado anteriormente (Meios 1, 2 e 3).

As células do corddo de ovinos foram plaqueadas em garrafas de 25 cm? em
varias concentragdes celulares: 2,5x10°, 5x10°, 1x10°. O meio de cultivo adicionado
no dia 0, ou seja, no primeiro dia cultivo, foi retirado e desprezado juntamente com
as células flutuantes em cultura em 4 periodos diferentes sendo eles: 24, 72, 96 e
120 horas apés o plaqueamento celular.

Para complementar o estudo as garrafas foram avaliadas em periodos
alternados (24; 72; 106; 192; 240/ 264 e 298 horas), para acompanhar e verificar o
momento exato da adesdo celular ao substrato, assim como crescimento destas
células in vitro.

Através das condutas adotadas e mencionadas acima, observamos que as
culturas celulares derivadas do sangue umbilical, eram compostas somente por
inUmeras células circulares pequenas nao aderentes, dentre esta populacdo uma
grande fracdo era composta por hemacias. Em quase todas as tentativas
mencionadas, nao foi possivel observar a adesdo e expansdo das células-tronco
mesenquimais, visto que um dos fatores para a sua expansao em cultura é a
capacidade de adesao ao substrato (Figuras 8,9, 10 e 11).

Somente foi possivel, o isolamento de células com caracteristicas
mesenquimais, na quinta amostra, onde foi repetido o Protocolo 1 com uso do Alfa-
MEM como meio de cultura. Essas células apresentaram um crescimento rapido e
morfologicamente eram fibroblastdides. Porém, apds a primeira passagem as células

nao apresentaram mais crescimento e a cultura nao progrediu (Figura 12 — A e B).
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Figura 8 - Fotomicrografia das células do corddo umbilical de ovinos em cultivo Protocolo 1.
Fotomicrografias realizadas em periodos alternados. Observar a presenga de células
pequenas circulares ndo aderentes (seta). Em A, B e C células expandidas em meio
de cultivo ALFA-MEM suplementado com SFB-GIBCO com 48 horas de cultivo; 192

horas em B, 240 horas em C e com 264 horas em D em meio DMEM-L suplementado
com SFB-GIBCO. Barra= 50um
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Figura 9 - Fotomicrografias das células de sangue corddo umbilical de ovinos provenientes do
Protocolo 2. A, C e E periodo de 288 horas de cultivo enquanto que em B, D e F periodo
de 408 horas. A e B células cultivadas em meio Alfa-MEM suplementado com SFB-
GIBCO e C e D meio DMEM-H suplementado com SFB-GIBCO e em E e F meio DMEM-
L suplementado com SFB-GIBCO. As imagens acima permitem a visualizagio de células
inviaveis quanto ao crescimento e aderéncia ao meio de cultivo (setas). Barra = 25um



Resultados

42

Figura 10 - Fotomicrografias das células de sangue de cordao umbilical de ovinos provenientes da
repeticdo do Protocolo 2. A, B, C e D com meio DMEM-H suplementado com SFB-
GIBCO e com tempo de cultivo de, respectivamente, 168, 336, 696 e 888 horas. Em B a
seta indica célula aderida. Em C e D as setas indicam as células mesenquimais isoladas
do sangue de cordéo. Barra = 50 pm
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Figura 11 - Fotomicrografias das células de sangue de corddo umbilical de ovinos provenientes do
Protocolo 3. A, B, C e D com meio Alpha-MEM suplementado com SFB-GIBCO e com
tempo de cultivo de, respectivamente, 168, 336, 696 e 840 horas. Em B, C e D as setas
indicam células aderidas que potencialmente podem ser células mesenquimais. Barra =
50 um
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Figura 12 - Fotomicrografias das células de sangue de corddo umbilical de ovinos provenientes da
repeticdo do Protocolo 3. A e B com meio Alpha-MEM suplementado com SFB-GIBCO e
com tempo de cultivo de 504 horas. Barra = 50 um. A = 40x e B = 200x

5.3 Coleta do tecido adiposo

A coleta do tecido adiposo foi realizada através de procedimento cirurgico
devido a caracteristica do ovino possuir pouco tecido adiposo na regido subcutanea
e ter um dep0dsito de quantidade satisfatéria na regiao peri-renal.

Durante todo o procedimento, os parametros vitais foram monitorados, sendo
que, tragado eletrocardiografico ndo apresentou alteragbes, e o animal foi mantido
em ventilacdo espontdnea com boa saturacdo de oxigénio durante todo o periodo
anestésico. Representando assim um procedimento seguro e de facil execucéo, no

qual ndo houve nenhum tipo de complicagao trans- ou pés- operatoria.

5.4 Cultivo celular das células de tecido adiposo

A primeira tentativa do isolamento de células mesenquimais do tecido adiposo
foi realizada seguindo o protocolo 1 descrito acima, no qual tratava-se de uma
protocolo de digestdo quimica do tecido adiposo e posterior isolamento por
aderéncia ao plastico da garrafa de cultura. O material foi mantido em cultura por
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240 horas, onde nao apresentou nenhum tipo de isolamento ou crescimento do tipo
celular desejado (Figura 13).

Na segunda tentativa, foi realizado uma variagdo do protocolo 1 chamado
aqui de protocolo 2, diminuindo o tempo de digestdo quimica pela metade. Nesse
protocolo, consegui-se a aderéncia de células. Essas células tinham uma
caracteristica esférica e refringente (Figura 14). Mas, novamente, com 240 horas de
cultivo essas células morreram ou apresentaram uma diferenciagdo para um tipo
celular ndo desejado.

O protocolo 3, diferenciava-se do protocolo 2, apenas pelo uso da tripsina ao
invés do uso da colagenase, no momento da digestao quimica. Porém os resultados
foram idénticos aos apresentados pelo protocolo 1, onde as células ndo aderiram e
em 10 dias de cultivos ndo havia mais células viaveis (Figura 15).

O protocolo 4, no qual variou do protocolo 1, apenas pela presenca de
pequenos fragmentos de tecido adiposo, apresentou resultados mais satisfatérios. O
protocolo 4 foi utilizado em duas amostras. A primeira tentativa, a cultivo celular
apresentou contaminagao fangica, inviabilizando o cultivo. Na segunda amostra,
houve a aderéncia celular a garrafa de cultivo. Ap6s 360 horas de cultivo, foi
identificada a presenga de células com caracteristica morfologica fibroblastoide e
rapido crescimento (Figura 16). Nesse cultivo, depois de apresentar confluéncia
minima, foi realizado o requipe. Mas de forma semelhante a primeira amostra desse
protocolo, o cultivo contaminou e as células tornaram inviaveis.

Figura 13 - Fotomicrografias referente ao protocolo 1 de isolamento de células de tecido adiposo. A 24
horas ap6s o isolamento. B 240 horas apds o isolamento sem nenhuma célula viavel. Barra =
50 um. A e B = 100x
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Figura 14 - Fotomicrografias referente ao protocolo 2 de isolamento de células de tecido adiposo. A 24
horas apés o isolamento. B 240 horas apds o isolamento, notar a presenca de células
inviaveis e com aspecto morfoldgico ndo desejavel . Barra = 50 pm. A e B = 100x

Figura 15 - Fotomicrografias referente ao protocolo 3 de isolamento de células de tecido adiposo. A 24
horas ap6s o isolamento. B 240 horas apds o isolamento sem nenhuma célula viavel. Barra =
50 um. A e B = 100x

Figura 16 - Fotomicrografias referente ao protocolo 4 (segunda amostra) de isolamento de células de
tecido adiposo. A 24 horas ap6s o isolamento. B 360 horas apés o isolamento com células
com caracteristica morfolégica fibroblastéide. Barra = 50 um. A e B = 100x
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6 DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar a melhor fonte de células-
tronco mesenquimais, avaliando a facilidade de obtencdo, isolamento e sua
caracterizacao para futuro uso em terapias regenerativas e formagéao de banco de
células.

Este tépico sera divido de acordo com a fonte estudada afim de facilitar a

compreensao.

6.1 Coleta e isolamento de células de sangue de cordao umbilical

A coleta do sangue de cordao umbilical foi realizada através de
procedimento cirdrgico e posteriormente acondicionada em seringas contendo
heparina sddica seguindo o mesmo protocolo descrito por Fuchs et al. (2005) e a
técnica descrita por Hecker (1974). As coletas foram realizadas sem nenhum tipo
de complicagdo anestésico-cirirgica € o0 uso da heparina sodica como anti-
coagulante mostrou-se eficiente, sendo que nenhuma amostra apresentou
alteracdo que inviabilizasse seu uso nos protocolos de isolamento testados,
mantendo as células viaveis.

Na literatura s6 existem duas descricbes do isolamento de células
mesenquimais do sangue de corddao umbilical de ovinos realizada por Fuchs et al.
(2005) e Jager et al. (2006), porém a equipe do segundo autor coletou o sangue
oriundo dos placenténios. A coleta das amostras deste trabalho foi feita dos vasos
que compdem o corddo umbilical intra uterino e que foi muito satisfatério,
entretanto, ndo foi possivel coletar sangue diretamente dos placenténios, poés-
parto, tentativa esta feita a priori pelo nosso grupo.

Os protocolos usados no isolamento das células do sangue de cordao
umbilical diferiam entre si, basicamente, na velocidade e tempo de centrifugacao,
pois a maior dificuldade encontrada durante esse processo foi a eliminacdo das
hemacias, pois 0 ovino apresenta o hematocrito e a concentracdo de hemacias
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superior ao de humanos e caes (GASPER, 2000) , os quais possuem mais
trabalhos na literatura e portanto protocolos mais eficientes.

O primeiro protocolo usado era um protocolo usado para medula éssea de
ovinos do Laboratério de Células-Tronco da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FEITOSA, 2008). Este protocolo mostrou
totalmente ineficiente, onde n&o houve aderéncia de nenhum tipo celular ao
plastico e todas as células tornaram inviaveis.

O segundo protocolo testado seguia o descrito por Fuchs et al. (2005), mas
os resultados discordavam com os apresentados em seu estudo, pois ndo houve a
formacao do pellet de células mononucleares e sim um discreto halo
esbranquicado; e com uma sé lavagem nao era possivel retirar todo as hemacias
sobrenadantes. Em uma segunda amostra houve a aderéncia ao plastico, porém
de um numero insignificante de células de morfologia fibrobalstéide, mostrando o
insucesso do protocolo. Essa diferenca de resultados pode ser explicada pelos
resultados apresentados por Secco et al. (2008a), onde a partir de dez amostras a
autora so6 obteve dez por cento de sucesso no isolamento de células mesenquimais
a partir do sangue de cordao umbilical humano.

O terceiro protocolo seguiu o protocolo de Zucconi (dados nao publicados), o
qual era utilizado para o isolamento de células mesenquimais de sangue de cordao
umbilical em caes. Na primeira amostra a cultura apresentou uma maior quantidade
de células aderidas, que comecaram a adquirir a morfologia fibroblastoide, porém
tornaram-se inviaveis apo6s 30 dias de cultura.

Na segunda amostra do protocolo 3, houve sucesso no isolamento de
células com caracteristicas morfolégicas de células-tronco mesenquimais, onde
elas expandiram e apresentaram confluéncia suficiente para realizar a primeira
passagem, que apds realizada, elas pararam de expandir e tornaram inviaveis.
Provavelmente esse resultado corrobore com os dados de Secco et al. (2008a)

onde a amostra possuia maior quantidade de células.
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6.2 Coleta e isolamento de células de tecido adiposo

A coleta do tecido adiposo foi escolhida segundo o estudo de Knippenberg et
al. (2006) que usou caprinos em seu estudo. Essa escolha foi feita baseada na
semelhanca anatébmica e fisiologica entre caprinos e ovinos. Em humanos
geralmente é realizada a lipectomia ou lipoaspiragdo por motivos geralmente
plasticos e facilita o acesso as amostras de gordura (ZUK et al., 2001). Essa
técnica foi escolhida pois os ovinos geralmente ndo apresentam acumulo de tecido
adiposo no sub-cuténeo, e sim nas visceras intraabdominais.

Durante a coleta do tecido adiposo peri-renal, ndo houve nenhuma
complicagao, igual relatada por Knippenberg et al. (2006). Mostrando-se um
procedimento de facil realizacdo e sem necessidade de grande habilidade cirurgica
e nenhuma complicacéo pos-operatéria.

O primeiro protocolo usado foi 0 mesmo usado por Knippenberg et al.
(2006), devido as semelhancas supra-citadas. Porém apo6s 10 dias de culturas
todas as células se inviabilizaram. Isso ocorreu devido a quantidade de tempo de
digestdo enzimatica, que possivelmente difere do modelo caprino.

No segundo protocolo foi reduzido o tempo de digestdo enzimatica pela
colagenase pela metade, afim de se testar se o0 tempo proposto por Knippenberg et
al. (2006) em caprinos era superior ao de ovinos. O resultado observado foi uma
maior quantidade de células aderida ao plastico da garrafa de cultura, porém
morfologicamente esférica, que ap6s 10 dias de cultura ndo apresentaram mais
refringéncia indicando a sua inviabilidade.

No terceiro protocolo foi usado a tripsina, afim de fazer a digestdo quimica e
isolar as células mesenquimais do tecido adiposo. Essa tentativas foi feita de
maneira empirica, mais uma vez, sendo que ndo ha nenhum relato na literatura da
descricao da digestao enzimatica do tecido adiposo de ovinos com uso de tripsina.
Esse protocolo apresentou uma quantidade de células esférica, refringentes
aderidas ao plastico da garrafa de cultura que apds dez dias de cultura tornaram
inviaveis apresentando caracteristicas de células de linhagens 6sseas.

O quarto protocolo foi testado duas vezes. Nesse protocolo foi feito junto
com a digestdo quimica o explante do tecido adiposo. Na primeira tentativa houve

contaminacao fungica intensa. Na segunda tentativa houve uma grande aderéncia
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de células morfologicamente caracterizadas esféricas, refringentes e aderentes que
apds 20 dias de cultura adquiriram a morfologia fibroblastéide e crescimento
caracteristico de células mesenquimais. Porém igual ao ocorrido as células do

sangue de cordao umbilical, apds a primeira passagem as células morreram.
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7 CONCLUSOES

1. A técnica cirurgica utilizada para a coleta de sangue de cordao umbilical é
factivel de ser realizada, mostrando inécua ao feto e a fémea gestante,
desde que a equipe possua habilidade anestésico-cirurgica para realizacao
desse tipo de procedimento.

2. A técnica cirurgica para coleta de tecido adiposo peri-renal, mostrou-se de
facil realizagdo, sem a necessidade de grande habilidade cirtrgica. E
também uma técnica que nao apresentou nenhuma complicagdo pos-
operatéria.

3. O protocolo de isolamento de células de sangue de cordao umbilical que se
mostrou mais eficiente foi 0 mesmo usado no modelo canino, o que mostra
gue o modelo ovino carece de mais estudos, pois ele € um excelente modelo
para a pesquisa ortopédica, onde a medicina regenerativa apresenta os
resultados mais promissores.

4. O protocolo de isolamento de células de tecido adiposo mostrou mais
eficiente quando houve o explante de células. Para o isolamento de células
de tecido adiposo é muito importante a assepsia, pois € um tecido o qual
apresenta contaminagdo com muita facilidade, diferentemente do sangue de
cordao umbilical no qual o melhor meio foi o Alfa-MEM.

5. Estes dois tipos de células-tronco mesenquimais obtidas mostraram sua
morfologia tipica fibloblastoide, entretanto, teste de diferenciagao celular nao

foram eficazes no momento de expansao tecidual.
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