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RESUMO

LIMA, S. A. F. Cultura e caracterizacdo das células-tronco provenientes do saco
vitelino de caes em diferentes estagios gestacionais. [Culture and
characterization of stem cells from dogs” yolk sac in pregnancy stages]. 2012. 70 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

O saco vitelino € o Unico anexo embrionario presente em todas as espécies animais
cuja funcao € manter o desenvolvimento primario do feto até que a placenta assuma
esta funcdo. Além disso, ele desempenha func¢des importantes como: nutricdo do
embrido, sintese proteica, atividade fagocitaria, transferéncia de materiais e
hematopoiese. A utilizacdo de células-tronco embrionarias gera muitas discussdes
devido as questdes éticas associadas a obtencao destas ceélulas, aléem de questdes
religiosas e também as relacdes de baixa plasticidade das células-tronco adultas
motivam 0s pesquisadores ao crescente interesse em outras fontes de células-
tronco. Com isso, células provenientes de tecidos como as dos anexos embrionarios
chamam cada vez mais atencdo devido a sua facilidade de acesso, crescimento
rapido e boa plasticidade. Nosso grupo tem demonstrado que as células do saco
vitelino tém boa capacidade de proliferacdo e sado multipotentes. Varios
pesquisadores vém demonstrando que o periodo no qual as células sao obtidas
pode ser de fundamental importancia para a diferenciacdo. Sendo assim, neste
projeto tivemos como objetivo estabelecer e caracterizar células-tronco de saco
vitelino de cédes em dois estagios gestacionais, visando analisar de forma
comparativa o perfil de expressdo de marcadores mesenquimais, hematopoiéticos e
pluripoténcia de forma a entender o comportamento das mesmas. Neste trabalho
observamos que as células de saco vitelino obtidas de gestacdes com 40 e 50 dias
aderiram ao plastico, tiveram morfologia fibroblastéide, boa proliferacdo celular, se
diferenciaram em adipdécitos, condrocitos e ostéocitos e expressaram alguns
marcadores mesenquimais, sugerindo assim ser uma célula-tronco mesenquimal.
Além disso, ndo levaram a formacdo tumoral quando injetadas em camundongos

imunossuprimidos, nudes.

Palavras-chave: Caes. Células-tronco. Saco vitelino. Periodos gestacionais.



ABSTRACT

LIMA, S. A. F. Culture and characterization of stem cells from the yolk sac of
dogs at different stages of pregnancy. [Cultura e caracterizacdo das células-
tronco provenientes do saco vitelino de caes em diferentes estagios gestacionais].
2012. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2012.

The yolk sacis an embryonic attachment present inall animal species, which
functionis to keep the primary developmentof the fetusuntil the
placenta assumes this function. Moreover, it plays important roles as: nutrition of the
embryo, protein synthesis, phagocytic activity, transfer of materials
and hematopoiesis. The use of embryonic stem cells generates many
discussions because of the ethical and religious issues associated with the obtaintion
of these cells. Alsothe relationship of low plasticity ofadult stem cells
motivates researchersto  explore other  sources  of stem cells. Thus, cells
from tissues such as the embryonic anexes call more attention, due to its ease of
access, rapid growth and good plasticity. Our group has shown that cells of the yolk
sac has good ability to proliferate and are multipotent. Several researchers have
shown that the period in which the cells are obtained can be critical for differentiation.
Therefore, in this project we aimed to establish and characterize stem cells from dog
yolk sac in two stages of pregnancy, in order to
analyze comparatively the expression profile of mesenchymal, hematopoietic and
plurypotency markers, and study their behavior and plasticity potencial in vitro. In this
study we observed that yolk sac cells obtained from pregnancies at 40 and 50 days
adhered to plastic, had fibroblast like-morphology, good cell
proliferation and differentiated into adipocytes and osteocytes and
expressed some mesenchymal markers, therefore suggesting to be a mesenchymal
stem cell. Also,they did not lead totumor formation when injected

into immunosuppressed mice, nude.

Keywords: Dogs. Stem cells. Yolk sac. Gestational periods.
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1 INTRODUCAO

Dentro dos avancos da Medicina, a utilizacdo de transplante de células com
objetivos terapéuticos vem sendo discutida hd duas décadas, iniciando-se com o
transplante de células de ilhotas pancreaticas para tratamento de diabetes (TZAKIS
et al., 1990). Desde entdo, a Medicina Regenerativa vem também explorando as
conhecidas células-tronco, devido a promessa de plasticidade celular. Dentre as
células-tronco com maior plasticidade celular encontram-se as células-tronco
embrionéarias, porém sdo as que concentram maiores dificuldades quanto a sua
utilizagcdo devido as questbes éticas associadas. Muito utilizadas séo as células-
tronco adultas, entretanto estas apresentam limitada plasticidade, e por isso ha um
crescente interesse em obter outras fontes de células-tronco (INSAUSTI, 2010).
Uma saida seria a utilizagdo de células-tronco de origem fetal, pois apresentam um
crescimento rapido e boa plasticidade (MIKI et al., 2005). O mesmo € defendido por
outros pesquisadores, levantando ainda a vantagem de que as células fetais podem
ser interessantes para terapia celular e génica ex vivo por apresentarem também
diferencas na expressao génica (GOTHERSTROM et al.,, 2004; O'DONOGHUE;
FISK, 2004).

O saco vitelino € um anexo fetal, sendo que as células-tronco obtidas do saco
vitelino humano apresentam um crescimento rapido e boa plasticidade (MIKI et al.,
2006) e, uma vez estando situadas na interface materno-fetal (MIHU et al., 2009),
elas se tornam mais propicias a transplantes por possuirem baixa resposta
imunoldgica (CUI et al., 2005). Wenceslau et al., 2011 demonstraram que as células-
tronco do saco vitelino de cdo podem ser cultivadas e expandidas in vitro por um
longo periodo sem a alteracdo de sua plasticidade e assim terem uma variedade de
aplicacdes devido a esta capacidade.

Nosso grupo tem interesse em explorar mais as possibilidades de utilizacédo
de células-tronco de saco vitelino, verificando seu potencial terapéutico e
aplicabilidade, area ainda muito pouco explorada. Para tanto, neste projeto tivemos
como objetivo principal obter e caracterizar células provenientes do saco vitelino de

cades em diferentes estagios gestacionais, comparando a expressao de marcadores
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de pluripoténcia e verificando o comportamento biolégico destas células. Além disso,
este projeto visa comparar se a expressdo de marcadores mesenquimais,
hematopoiéticos, endoteliais e de pluripoténcia sdo diferentes de acordo com o
periodo gestacional.



16

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo estudar as células-tronco derivadas do
saco vitelino de fetos de cdes de diferentes periodos gestacionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolamento e cultivo das células-tronco do saco vitelino dos fetos de cdes em

diferentes idades gestacionais.

Caracterizacdo celular e funcional in vitro das células-tronco derivadas de

saco vitelino de fetos de caes.

Avaliacdo do potencial carcinogénico das células-tronco do saco vitelino de

cades em camundongos imunossuprimidos, nudes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DO CAO

A duracdo do periodo gestacional no cdo € um dado que apresenta
pequenas variacdes de acordo com os autores Jackson (2005), o qual diz que a
duracdo é entre 58-64 dias; McGeady et al. (2006) 57-63 dias; Maddox-Hyttel,
Sinowatz e Vejlsted (2010) 58-68 dias , enquanto que para Pretzer (2008) é de 61
dias.

Segundo Pretzer (2008), de forma geral, a gestacédo canina é dividida em trés
periodos: o periodo de ovo que vai da fecundacdo até o 17° dia, o periodo
embrionario que compreende do 19° ao 35° dias e, por ultimo, o periodo fetal indo
do 35° dia ao nascimento.

O periodo de ovo se inicia com a fertilizacdo, na qual ha a formacéao do zigoto,
dentro da tuba uterina. A medida que migra em direc&o ao Utero, o zigoto passa por
sucessivas clivagens (divisbes mitoticas) dando origem a morula. As células
derivadas da clivagem chamam-se blastbmeros e se tornam cada vez menores com
as divisdes, ja que ainda estdo envoltas pela zona peldcida.

Por volta do oitavo dia de gestacdo, os blastdmeros, células totipotentes,
passam por uma primeira diferenciacdo. Os blastdmeros que permanecem numa
posicdo mais externa adquirem uma caracteristica epitelial, sendo denominado de
trofoblasto ou trofoectoderma. Internamente ao trofectoderma se forma uma
cavidade chamada de blastocele ou cavidade blastocistica.

Com isso, o grupo de blastbmeros mais internos é deslocado para um dos
polos embrionarios constituindo entdo a massa celular interna. Esta primeira
diferenciacdo que ocorre no blastocisto é importante, pois as duas populacfes de
células formadas originardo partes especificas do concepto. O trofectoderma é
responsavel pela formacao dos anexos embrionarios e a massa celular interna pelo
embrido propriamente dito (McGEADY et al., 2006; RAMOS, 2006; PRETZER, 2008;
DERUSSI; LOPES, 2009; MADDOX-HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2010).
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Durante o periodo embrionério, as células do trofoblasto que estdo mais em
contato com o epitélio endometrial proliferam e ddo origem ao sinciciotrofoblasto. A
camada de trofectoderma que permanece mais interna e com limites celulares bem
definidos passa a ser denominada de citotrofoblasto. Ao mesmo tempo, a massa
celular interna estd passando por transformacdes tais como: a segregacdo e
delaminacdo levando a sua subdivisdo em hipoblasto e epiblasto. Entre estas
camadas € formada uma membrana basal extracelular. Dessa forma, a unido do
hipoblasto, membrana basal extracelular e epiblasto, dard origem o disco
embrionéario bilaminar (McGEADY et al., 2006; RAMOS, 2006; MADDOX-HYTTEL,;
SINOWATZ; VEJLSTED, 2010). Neste periodo ocorre a formacdo dos anexos
embrionarios: saco vitelino, &mnio, cérion, alantoide e placenta.

A partir de dobras formadas pelo epiblasto origina-se uma cavidade
denominada cavidade amnidtica. As células epiblasticas mais externas a esta
cavidade se diferenciam em amnioblastos, que formam a membrana amniética, a
gual é constituida por uma camada de epitélio simples, uma espessa membrana
basal e um mesénquima avascular (BENIRSCHKE; KAUFMAN, 2000; McGEADY et
al., 2006; MADDOX-HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2010).

A formacéo inicial do saco vitelino primitivo se da pela proliferacdo do
hipoblasto que passa a revestir toda a cavidade blastocistica. Nesse ponto o saco
vitelino é uma membrana bilaminar constituida por uma camada de células
trofoblasticas e pelo endoderma extra embrionario. Depois, 0 mesoderma também
sofre proliferacéo e se justapfe entre o endoderma e o trofectoderma, dando origem
ao saco vitelino trilaminar. Em caes, o saco vitelino apresenta importancia relevante
por ser responsavel, principalmente, pela nutricao inicial do embrido participando da
formacdo de uma placenta cériovitelina (McGEADY et al., 2006; MIGLINO et al.,
2006; RAMOS, 2006; MADDOX-HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2010).

O alant6ide é originado da parede posterior do saco vitelino, como um
diverticulo da regido do intestino primitivo. Com isso, ele é constituido por uma
camada de endoderma e outra de mesoderma esplancnico ou visceral. Com seu
crescimento em direcdo ao celoma extra-embrionario, o alantdide fica interposto ao
amnio e coério. (SADLER, 2005; McGEADY et al.,, 2006; MADDOX-HYTTEL;
SINOWATZ; VEJLSTED, 2010).
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O cdrion se desenvolve a partir da associacdo do mesoderma extra-
embrionario com o trofectoderma. Esse anexo, juntamente com o alantéide, da
origem a placenta cérioalantoide, que substitui a placenta cdriovitelina inicial,
caracteristica dos carnivoros. O corio viloso € restrito a uma zona na placenta da
cadela, sendo entdo classificada como zonaria. Devido a atividade invasiva do
sinciciotrofoblasto deixando o cério em intimo contato com o endotélio uterino, a
placenta é classificada também como endoteliocorial. Também por isso, no
momento do parto, parte do tecido uterino € perdida, sendo esta placenta
classificada como decidua (BJORKMAN; DANTZER; LEISER, 1989; MIGLINO et al.,

2006; McGEADY et al., 2006; MADDOX-HYTTEL; SINOWATZ; VEJLSTED, 2010).

3.2 O SACO VITELINO

O saco vitelino nos mamiferos € composto por trés camadas de tecido celular,
separadas por duas membranas basais. Suas células apresentam citoplasma com
inimeros vacuolos, mitocondrias bem desenvolvidas e um extensivo complexo de
Golgi (DUNTON et al., 1986). E formado a partir do disco embrionario, que forma
uma unica camada celular da endoderme, denominado saco vitelino uni laminar ou
onfalopleura. O saco vitelino bilaminar é formado pela associacdo do endoderma
extra-embrionario com o trofectoderma adjacente e, finalmente, o crescimento do
mesoderma entre os dois primeiros, juntamente com a vasculatura fetal, ddo origem
ao saco vitelino trilaminar (WOODING; FLINT, 1994). O saco vitelino completa seu
desenvolvimento no momento em que a por¢cao extra embrionaria de celoma se
alarga e, assim, o0 saco vitelino é uma esplancnopleura, a qual inicialmente tem uma
extensa conexdo com a somatopleura coriénica (MOSSMAN, 1987).

Segundo Hafez e Hafez (2004) durante e logo ap0s o processo de
implantacdo em animais domeésticos, o crescimento externo do mesoderma extra
embrionario ocorre a partir do ectoderma, mais precisamente da linha primitiva que
migra entre o trofoectoderma e o endoderma. Esta lamina mesodérmica se divide e

combina com o trofoectoderma para formar o saco vitelino.
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O saco vitelino de gatos e cdes persistem até o final da gestacdo
(TIEDMANN, 1979), em ovelhas apresenta rapida regresséo entre os dias 23 a 35
de gestacdo (LIU et al., 1991), nos humanos na décima semana ja se encontra como
resquicio (MOORE; PERSAUD, 2008), nos suinos involui no final do primeiro terco
da gestacao (MINUTH; TIEDEMANN, 1980) e em bovinos e bubalinos involui em
torno do dia 45 de gestacéo (ASSIS NETO, 2005; MORINI et al., 2008).

Dentre as fungbes do saco vitelino temos a producdo e transporte de
proteinas necesséarias para o desenvolvimento do embrido e a participacdo no
intercambio de metabdlitos. Nos mamiferos a sua funcao € complexa, participando
da hematopoiese e transferéncia de material materno, tais como: vitaminas,
aminoacidos e imunoglobulinas, produzindo ainda as células germinativas, que
constituirdo as células precursoras dos gametas (WOLF, 2003; GALDOS-RIVEROS
et al., 2010).

Segundo Risse et al. (1992) a importancia do saco vitelino como 6rgéo
placentario e hematopoiético sdo bem conhecidos nos roedores, o mesmo nao
ocorre no caso do saco vitelino em cées, aonde se tem um numero de informacdes

escassas sobre sua real funcéo.

3.3 CELULAS-TRONCO

A terapia celular visa a recuperacédo de tecidos e Orgdos lesados através da
introducdo de novas células, capazes de recuperar as areas afetadas e restabelecer
a funcdo previamente perdida. As células-troncos podem ser uma possibilidade no
tratamento de doencas degenerativas, congénitas, traumas e injarias das mais
variadas etiologias. Antes da aplicacdo de terapias celulares é importante a
identificacdo das fontes confidveis e renovaveis de células-tronco; o isolamento de
subpopulacdes celulares desejadas; a obtengcdo do niumero adequado de células, o
entendimento de como as células respondem ao ambiente de lesdo e ao ambiente
normal, além do entendimento de como as células migram e estabelecem conexdes

apropriadas e também como as células podem modular a resposta imununoldgica.
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As células-tronco possuem capacidade de auto renovacdo ilimitada e
potencial de diferenciacdo que lhes confere um papel primordial e vital durante o
processo de desenvolvimento e ao longo da vida, além de serem células
indiferenciadas (ASAHARA, 2004; MIMEAULT, 2006). Estas células sao
classificadas em totipotentes, pluripotentes, multipotentes e oligopotentes de acordo
com o potencial de diferenciacdo. As células totipotentes sdo as capazes de se
diferenciarem em qualquer tecido embrionario ou de anexos embrionarios, gerando
qgualquer tipo celular; as pluripotentes sdo as capazes de se diferenciarem em
qualquer tecido embrionario, sendo as progenitoras de tecidos das trés camadas
germinativas (ectoderma, mesoderma e endoderma), também chamadas de células-
tronco embrionarias; as multipotentes ou adultas sdo células que podem se
diferenciar em alguns tipos celulares dentro de um determinado 6rgédo, possuindo
plasticidade limitada e, por fim, as oligopotentes ou unipotentes sédo as progenitoras
de um tipo celular (ZHANG et al., 2006).

As numerosas pesquisas com células-tronco adultas (CTA) e embrionarias
(CTE) realizadas durante as ultimas décadas forneceram informacdes importantes
sobre a morfologia, processos fisiologicos e de desenvolvimento dos tecidos, bem
como a formacao dos 6rgaos, manutencédo, regeneracao e reparo apos lesoes.

As CTE foram isoladas pela primeira vez, em 1981, em blastocistos de
camundongos, sendo um dos maiores acontecimentos no campo do
desenvolvimento bioldgico (EVANS, 1989).

As células-tronco mesenquimais (CTM) foram isoladas inicialmente em 1970,
por Friedstein et al. como células da medula 6ssea com capacidade de formar
unidades de colonia semelhantes a fibroblasto in vitro.

Em 1991, Caplan definiu o termo CTM como sendo uma célula capaz de dar
origem a outras linhagens de células diferentes a da sua origem, mas em 2005, o
Comité de Células-Tronco Mesenquimais e dos Tecidos da Sociedade Internacional
de Terapia Celular (ISCT) definiu que as CTM devem ser aderentes ao plastico
guando mantidas em cultura; devem expressar CD105, CD73 e CD90 e néo
expressar os marcadores CD45; CD34; CD14 ou CD1b, CD79a ou CD19 e HLA-DR
e, devem se diferenciar em osteoblasto, adipdcitos e condroblastos in vitro
(DOMINICI et al., 2006; SEMEDO et al., 2009; BASSI; AITA; CAMARA, 2011). As
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células-tronco adultas, também chamadas de células-tronco mesenquimais sao
responsaveis pela manutencao da integridade dos tecidos adultos (CAPLAN, 2007).

Elas possuem baixa taxa de crescimento in vivo, capacidade de regeneragao
e habilidade de se diferenciar entre as vérias linhagens celulares de origem
mesenquimal e substituem células que foram perdidas pela senilidade ou por injarias
(CONRAD; HUSS, 2005). Além das linhagens celulares citadas acima, ja foi
demonstrado que as CTMs podem se diferenciar em células ndo hematopoiéticas de
varios tecidos, incluindo figado (ALISON et al., 2000), sistema nervoso central
(MEZEY et al., 2000), rins (KALE et al., 2003), pele (BADIAVAS et al., 2003), trato
gastrointestinal (OKAMOTO et al., 2002), coracdo (ORLIC et al.,, 2001) e musculo
esquelético (FERRARI et al., 1998).

As células-tronco fetais (CTF) sdao uma fonte de células-tronco facilmente
acessiveis a partir de tecido extra embrionarios, que geralmente sdo descartados
ap0s o0 nascimento e que podem ser obtidas através da placenta (PAROLINI;
CARUSO, 2011), saco vitelino (WENCESLAU et al., 2011), &mnion (URANIO et al.,
2011) e coérion (FUKUCHI et al., 2004). Estas células podem substituir as células-
tronco adultas e embrionarias na terapia celular (MARCUS et al.,, 2008), pois
apresentam um crescimento rapido e boa plasticidade (MIKI et al., 2005) e, se
tornam mais propicias a transplantes por possuirem uma baixa resposta
imunoldgica, uma vez que estdo na interface materno-fetal (LI et al., 2005; MIHU et
al., 2009). Além disso, as células-tronco provenientes de tecidos extra embrionarios,
possuem uma capacidade de diferenciacdo em células especificas como
cardiomiocitos, somadas as estabelecidas propriedades de diferenciacdo em
linhagens osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas (KIM et al., 2007) o que

tornam essas células, fontes alternativas de células multipotentes (YEN et al., 2005).

3.4 CELULAS-TRONCO DO SACO VITELINO

H& um crescente interesse pela busca de novas fontes de células-tronco,
devido as questdes éticas e a formacédo de teratoma que envolvem a utilizacdo das

CTE, bem como a baixa plasticidade das CTA. Dessa forma, muitos pesquisadores
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vém estudando células-tronco de origem fetal (CTF) por apresentam caracteristicas
similares com as CTA mesenquimais, porém receberam essa denominag¢ao por se
encontrarem no periodo fetal do desenvolvimento embrionario.

O saco vitelino é o primeiro local de formacdo de células sanguineas nos
estagios iniciais da embriogénese e por isso, levantou-se a hip6tese de que as
células-tronco provenientes do saco vitelino seriam capazes de originar linfdcitos,
granuldcitos, mondcitos, eritrocitos, e megacariocitos (PALIS; YODER, 2001;
ZHANG et al., 2003) e também o tecido das veias, artérias e capilares (MEDVINSKY
et al., 2008; WANG, et al., 2008). Estas células possuem morfologia homogénea e
ndo expressam marcadores de células maduras na sua superficie ou antigenos
codificados pelo MHC (complexo de histocompatibilidade principal) associados a
rejeicao de enxertos de tecidos (HOLLANDS, 1987). Por ndo expressarem antigenos
do MHC, estas células tém a capacidade de escapar a rejeicdo imunologica,
podendo ser doadas para receptores alogénicos e xenogénicos (ESKOLA, 1977).
Por sua vez, as células maduras, diferenciadas, provocam rejeicdo por
histoincompatibilidade entre doador e receptor. Por esta razéo, as células-tronco do
saco vitelino se tornam uma fonte de células-tronco relevantes para a terapia celular
(WILPSHAAR et al., 2002).

Wenceslau et al. (2011) demonstraram que células-tronco do saco vitelino
obtidas de cdes podem ser cultivadas e expandidas in vitro por um longo periodo
sem a alteracdo de sua plasticidade. Nosso grupo também ja isolou células-tronco
de saco vitelino de equinos, onde foi observado que as mesmas possuem
caracteristicas mesenquimais com expressao de marcadores, aderéncia ao plastico
e diferenciacdo em adipOcitos, osteocitos e condrocitos (FRANCIOLLI, 2012). Além
disso, esse mesmo comportamento foi observado em roedores da espécie
Neocromys lasiurus (FAVARON, 2012).

Dessa forma, nosso projeto tem como objetivo estabelecer o cultivo de
células-tronco de saco vitelino de caes em diferentes periodos gestacionais visando
analisar a relacédo entre periodo gestacional e caracteristicas peculiares em relagéo
a expressdo de marcadores mesenquimais, hematopoiéticos, endoteliais e de

pluripoténcia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO E ISOLAMENTO DAS CELULAS-TRONCO FETAIS DO SACO
VITELINO DE CAES COM DIFERENTES IDADES GESTACIONAIS

As células-tronco fetais do saco vitelino de caes foram obtidas em campanhas
de castracao através do “Programa Permanente de Controle Reprodutivo de Cées e
Gatos no Municipio de Sao Paulo”, do Centro de Controle de Zoonoses, apés
aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP). Convém ressaltar que este
projeto esta diretamente correlacionado com o projeto de pds-doutoramento da Dra.
Graciela C. Pignatari intitulado “Analise do potencial terapéutico das células-tronco
fetais de saco vitelino no tratamento de linfedema murinho induzido”.

Os uteros gravidicos de caes foram coletados através da técnica de
ovariosalpingohisterectomia ap6s sedacdo dos animais. Os cées foram sedados
com 0,1 mg/kg de acepromazina (Acepran, Univet, Sdo Paulo, Brasil), 0,5 mg/kg de
xilazina (Anasedan, Vetbrands, Jacarei, Brasil) e 20 mg/kg de quetamina (Dopolen,
Vetbrands). Terminada a coleta, os uteros foram transportados em gelo e tampéao
salifna-fosfato (PBS) contendo 5% de solucdo de antibiodtico-antimicotico (Sigma-
Aldrich, St Louis, USA) até o Laboratorio de Células-Tronco (LCT) da FMVZ-USP,
onde foram seccionados cirurgicamente para a retirada dos fetos e o material foi
fotografado e mensurado pela técnica de Evans e Sack (1973). Em seguida, 0 saco
vitelino foi transferido para um tubo conico contendo tamp&o salina fosfato (PBS) e 5
% de solucdo de antibidtico-antimicético (Sigma-Aldrich) e, lavado extensivamente
com PBS.

Apés lavagem, o saco vitelino em um primeiro momento foi apenas
fragmentado com o auxilio de um bisturi e os fragmentos foram digeridos durante 30
min com a enzima colagenase tipo | (1mg/mL- Invitrogen, CA, USA). Em seguida, a
enzima foi inativada com soro fetal bovino, centrifugadas e o precipitado celular foi
ressuspendido em meio a—MEM (LGC Biotecnologia, S&do Paulo, Brasil) acrescido
de 15% de soro fetal bovino definido (Hyclone, Thermo Scientific, UT, USA), 1% de
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Aminoacidos ndo essenciais (Invitrogen), 1 % solucdo de antibidtico-antimicotico
(Sigma-Aldrich) e 1% de L-Glutamina (Invitrogen) e mantidas a 37°C em uma
atmosfera umida contendo 5% de CO..

4.2 CRIOPRESERVACAO DAS CELULAS PROVENIENTES DO SACO VITELINO
DE CAES

O procedimento de congelamento foi iniciado com a lavagem das células com
PBS, seguida de tripisinizagdo. Ap0s tripsinizagdo, as células foram submetidas a
centrifugagéo por 5 minutos a 1500 rpm e o precipitado formado foi ressupendido em
solucdo de congelamento contendo: 90% de SFB (Invitrogen) e 10% de
dimetilsulféxido (DMSO - LGC). Em seguida, os tubos foram colocados por 24h em
freezer -80°C e posteriormente transferidos ao nitrogénio liquido. Apos 30 dias do
congelamento, as células foram descongeladas rapidamente em banho-maria e
colocadas em cultivo com o objetivo de analisar se as mesmas conservam suas

caracteristicas apos congelamento.

4.3 CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO FETAIS DO SACO VITELINO

Dentro desse aspecto, as células foram caracterizadas biologicamente com
base na caracterizacdo morfologica (microscopia Optica de luz e coloracfes de Azul
de Toluidina e Hematoxilina-Eosina), celular (proliferacdo celular por MTT,
imunofenotipagem) e funcional (diferenciacbes adipogénica, osteogénica e

condrogénica).
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4.3.1 Caracterizacdo morfolégica

A morfologia das células-tronco de saco vitelino foi visualizada diariamente
em microscopia de luz sem e com coloragdes de Azul de Toluidina e Coloracéo de
Hematoxilina-Eosina (HE).

4.3.1.1 Analise morfologica das células

As células derivadas do saco vitelino de cdes em cultivo foram submetidas a
analise morfologica por microscopia de luz, em microscopio optico invertido (Nikon

Eclipse TS100 - Japéo) e fotografado semanalmente.

4.3.1.2 Analise morfologica das células apés Coloracao de Azul de Toluidina

A coloracao de azul de toluidina foi realizada para analisar a morfologia das
células-tronco derivadas do saco vitelino de cées. Para tanto, as células foram
cultivadas em placas de 35 mm, fixadas com paraformaldeido 4% (Merck Chemicals,
Darmstadt, Alemanha) por 30 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com
PBS para retirada do excesso do fixador e coradas com azul de toluidina (Merck)
durante 10 minutos. Passado esse periodo de incubacado, o corante foi retirado e o
poco lavado com PBS. As células foram analisadas através de microscopia de luz e
a morfologia observada registrada fotograficamente em microscopio optico invertido
(Olympus BX 50 F4, Tokio, Japéo).
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4.3.1.3 Analise morfologica das células apos Coloracdo de Hematoxilina-Eosina

Ainda visando analisar a morfologia destas células, as mesmas foram
submetidas a coloracdo de Hematoxilina-Eosina. Para isso, as células foram
cultivadas em placa de 35 mm. ApGs as 24 horas de cultivo, as células foram fixadas
com paraformaldeido 4% (Merck) por 30 minutos. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS para a retirada do excesso de fixador, coradas com hematoxilina
(Merck) por 10 minutos e novamente lavadas com PBS. Por fim, as células foram
coradas pela eosina (Merck) por 3 minutos e novamente lavadas com PBS para a
retirada do excesso de corante.

As células foram analisadas através de microscopia de luz e a morfologia
observada registrada fotograficamente em microscopio invertido (Olympus BX 50 F4,

Tokio, Japao).

4.3.2 Caracterizacao celular

Para a caracterizacdo celular das células-tronco do saco vitelino de cées
realizamos ensaio de proliferacdo celular pelo método colorimétrico de MTT e
analise da expressdo de marcadores mesenquimais e de pluripoténcia através de

ensaios imunocitoquimicos.

4.3.2.1 Ensaio de proliferacao celular pelo método colorimétrico de MTT

O ensaio colorimétrico de viabilidade celular MTT, descrito por Carmicheal et
al. (1987), consiste na reducdo do MTT (3-[(4,5- dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-

diphenyltetrazolium bromide] - Sigma), composto de coloracdo amarela, pela enzima
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desidrogenase mitocondrial (componente do complexo Il do ciclo de Krebs),
presente somente em células viaveis, gerando formazan, composto azul-violeta. O
formazan uma vez precipitado a 1.000 rpm por 10 minutos e solubilizado em DMSO,
€ quantificado por espectrofometria a 550 nm.

O experimento foi realizado a cada 48 horas durante 10 dias para analise da
proliferacdo celular das células-tronco do saco vitelino obtidas nos dois estagios
gestacionais. Para tanto, aproximadamente 1 x 10° ou 5 x 10° células foram
plagueadas em placas de 96 orificios em um volume de 100 ulL/pogo para cada dia
de experimento.

Em cada dia de experimento, o meio de cultura foi removido, as células foram
lavadas com 100 uL/poco e adicionou-se 100 pL de solucdo de MTT (1 mL de MTT 5
mg/mL em 10 mL de meio de cultivo contendo 1% de SFB). Essa mistura foi
incubada por 3 horas a 37°C protegida da luz. Apés esse periodo, o formazan foi
precipitado a 1000 rpm durante 10 min, solubilizado em 50 pL de DMSO (LGC). Em
seguida, a leitura foi realizada em espectrofotbmetro (M-Quant — Bio Tek
Instruments, VT, USA) no comprimento de onda de 550 nm. Os resultados obtidos
neste experimento foram plotados em um gréafico de barra utilizando o programa
GraphPad (GraphPad Software, CA, USA).

4.3.2.2. Analise imunocitoquimica das células-tronco de saco vitelino

As células-tronco derivadas do saco vitelino foram cultivadas em placas de 24
orificios sob a laminula de vidro até atingirem a confluéncia desejada em torno de
80%. Em seguida, as células foram lavadas por 3 vezes de 5 minutos cada em PBS
e fixadas em 4 % de paraformaldeido durante 15 minutos. Apoés fixacéo, as células
foram lavadas com PBS por 3 vezes de 5 minutos cada.

Em seguida, as células foram permeabilizadas com 0,1 % de Triton X-100
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Ao final da permeabilizacdo, as células
foram lavadas novamente com PBS por 3 vezes de 5 minutos cada lavagem e

submetidas ao bloqueio em PBS contendo 2 % de soro albumina bovino (BSA)
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durante 4 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram incubadas
com anticorpos primarios anti-vimentina, anti-PCNA3, anti-VEGF, anti-CD45, anti-
CD73, anti-CD90, anti-CD105, (concentracdo 200 pg/mL — Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), diluidos 1:100 em PBS contendo 2% de BSA e mantidas
em camera Umida por 16 horas a 4°C. ApGs o periodo de incubacdo dos anticorpos
primarios, as células foram lavadas por trés vezes com PBS e novamente incubadas
com PBS contendo 2% de BSA durante 1h a temperatura ambiente. Passado o
periodo de incubacgédo, os anticorpos secundarios diluidos 1:1000 em PBS contendo
2% de BSA marcados com FITC (Santa Cruz) ou Texas Red foram adicionados e
incubados por 1 hora em temperatura ambiente. Ao final, as laminas foram
montadas em meio de montagem Vectashield VECTASHIELD® Mounting Medium
contendo DAPI (Vector Laboratories, CA, USA) e a imunoreatividade foi avaliada em
microscopia de epifluorescéncia Eclipse 80i e no programa NIS Elements version
3.22 (Nikon, Tékio, Japéo).

4.3.3 Caracterizacéao funcional

As células-tronco derivadas do saco vitelino de fetos caninos foram

submetidas a diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrécitos.

4.3.3.1 Diferenciacfes adipogénica e osteogénica

Aproximadamente 40.000 células/mL (diferenciacdo em adipécitos e
ostedcitos) e 5.000 células/mL (controle) foram cultivadas em placas de 24 pocos. A
diferenciacao foi iniciada no minimo 24 horas apds o inicio do cultivo ou quando as
células atingiam confluéncia em torno de 80%. Nesta ocasido, todo o meio de cultura

foi removido e, a seguir, foi adicionado 1 mL de meio de inducédo (adipOcitos ou
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ostedcitos) ou somente o meio a-MEM (LGC) acrescido de 7,5% SFB (Invitrogen) no

controle. As placas foram mantidas em estufa umida a 37°C com 5% de CO2 e

metade do meio foi trocado 2 vezes por semana, até a diferenciacdo celular e
monitoradas por microscopia invertida.

O meio utilizado para a inducdo da diferenciacdo em adipdcitos foi o a-MEM
15% SBF, suplementado com 10 pM de dexametasona (Decadron injetavel,
Schering-Plough,SP, Brasil), 10 pg/mL de insulina (Sigma-Aldrich) e 5 yM de
indometacina (Sigma-Aldrich) e 5 uM de rosiglitazona (Sigma-Aldrich) e para os
osteodcitos o a-MEM 7,5% SBF suplementado com 0,1 uM de dexametasona
(Decadron injetavel), 100 uM de acido ascoérbico (Sigma-Aldrich) e 10 mM de [-
glicerolfosfato (Sigma-Aldrich).

Além da microscopia de contraste de fase ao final, as células (controle e
teste) foram submetidas a diferentes coloracbes de acordo com o tecido padréo
esperado.

As células diferenciadas em adipOcitos, ostedcitos e seus controles apés
aproximadamente 21 dias tiveram seu meio removido e foram lavadas com PBS.
Apés lavagens, as células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 15 minutos a
temperatura ambiente. Novamente as células foram lavadas com PBS 3 x e
seguiram para o protocolo de coloracéo.

As células diferenciadas em adipdcitos e seus controles foram fixadas e
novamente lavadas com alcool isopropilico a 60% e em seguida o corante oil red
(0,36% de oil red em alcool isopropilico a 60%) foi adicionado. Apos 20 min de
incubacdo a temperatura ambiente, o corante foi removido e as células foram
lavadas com agua destilada para remocéo do excesso de corante. Apds a remocao
as laminas foram montadas com glicerol e imediatamente analisadas em
microscopio Eclipse 80i e no programa NIS Elements version 3.22 (Nikon, Tokio,
Japao), uma vez que, o rompimento dos vacuolos apds coloracdo € muito rapido.

As células que foram diferenciadas em ostedcitos foram coradas com 40 mM
de Alizarin Red S em Tris pH 4,1 (Sigma). Passado 20 min da incubacéo, as células
foram lavadas com agua para a retirada do excesso de corante. Em seguida, as
laminas foram montadas com Permount (Fischer Scientific, Pittsburgh, USA) e
levadas a andlise em microscoépio Eclipse 80i e no programa NIS Elements version
3.22 (Nikon).
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4.3.3.2 Diferenciacéo condrogénica

A diferenciacdo condrogéncia foi realizada utilizando o kit Poietics human
ADSCS Chondrogenesis Differentiation Kit (Lonza).

Primeiramente as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
aproximadamente um milhdo de células foram ressuspendidas em 2 mL de PBS. Em
seguida as células foram centrifugadas a 150 x g durante 5 minutos e ressupendidas
em 1 mL do meio de diferenciacdo incompleto do kit preparado seguindo as
instrugdes do fabricante e dividida em dois tubos conicos a fim de se obter no final
aproximadamente 5 x 10° células por tubo. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 150 x g e o precipitado celular formado foi ressuspendido em 1 mL
de meio de diferenciacdo completo contendo 10 ng/mL de TGFf-3 As células foram
novamente centrifugadas a 800 rpm durante 5 minutos para formacdo do botdo
celular e entdo o tubo foi colocado cuidadosamente com tampa semiaberta na estufa
a 37°C em atmosfera umida de 5 % de CO2. Metade do meio foi trocado duas vezes
por semana durante um periodo de no minimo 21 dias.

Passado o periodo de diferenciacdo, as células foram lavadas com PBS e
fixadas em formol tamponado a 10% durante 2h. Em seguida, elas foram
diafanizadas em banhos sucessivos de alcool 50, 70,90%, seguidos de 3 banhos a
100% com duracdo de 10 minutos cada. Ao final, a amostra foi submetida a dois
banhos de xilol 100% com duracdo de 5 a 10 minutos, colocada em banho de
paraplast liquida a 60°C em estufa seca por 30 minutos e incluidas em paraplast.

Apo6s incluséo, cortes de 3-4 uM foram realizados em micrétomo e colocados
sobre laminas silanizadas durante aproximadamente 12 h com o objetivo de escorrer
0 excesso de paraplast e assim, fixar o corte. Ao final, as amostras foram coradas
com HE e Tricomo de Masson e analisadas em microscépio invertido Olympus
BX50F4.
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4.4 ANALISE DO POTENCIAL CARCINOGENICO DAS CELULAS-TRONCO DO
SACO VITELINO DE CAES

Para a observacdo da formacdo de tumores, aproximadamente um milhao
células-tronco do saco vitelino foram inoculadas subcutaneamente na regido cervical
dos camundongos imunossuprimidos, nudes.

Primeiramente, as células foram lavadas, tripsinizadas e centrifugadas por 5
minutos a 1000 rpm com PBS para retirada dos residuos de meio de cultivo. Em
seguida, as células foram ressuspendidas novamente centrifugadas e o precipitado
foi ressuspendido para contagem das células. Ao final, aproximadamente 1x10°
células foram ressuspendidas em 30 pl de solucéo fisioldgica e aplicadas com auxilio
de uma seringa de insulina.

Os animais foram mantidos durante aproximadamente 60 dias, no qual foram
fotografados semanalmente para a verificacdo de formacgéao de nddulo.

Passado este periodo, os animais foram eutanasiados seguindo as
recomendacdes do Comité de Etica em pesquisa e todas as amostras de tecidos
com caracteristica tumoral foram coletadas e fixadas. Os 6rgdos como coracao,
pulméo, cérebro, rins e musculos foram coletados para analises histopatolégicas
através da coloracédo de HE.

Os materiais coletados foram fixados em solucéo de paraformaldeido a 4% e
as amostras foram submetidas aos protocolos rotineiros de inclusdo em paraplast e
coradas através das técnicas rotineiras de HE (WALLINGTON, 1972).

4.5 ANALISE HISTOLOGICA DO SACO VITELINO

Diante da disponibilidade do material, fragmentos provenientes dos uteros
coletados foram submetidos a analise histol6gica. Para tanto, os tecidos coletados
foram fixados em paraformaldeido a 8%, processados seguindo protocolos rotineiros
de histologia e posteriormente corados com Hematoxilina-eosina. Apés a fixacdo, os

tecidos foram lavados em agua corrente por 10 minutos para retirar 0 excesso de
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fixadores. A etapa seguinte, a de desidratacdo, foi feita através de imersdes do
tecido em concentragfes crescentes de etandis (70%, 80%, 90%, e duas vezes em
etanol 100%) por 15 minutos cada. A etapa de diafanizacéo foi realizada com duas
imersBes em xilol por 15 minutos cada uma. Os tecidos foram incluidos em parafina
liquida duas vezes. A primeira incluséo foi a 60° C por 1 hora, e a segunda por 16
horas, na mesma temperatura.

Depois, a amostra do tecido foi emblocada em parafina. O bloco foi hidratado,
ficando 16 horas em um recipiente com agua. Sé entdo foi colocado em um
microtomo, fatiador especialmente idealizado que corta por meio de uma lamina de
aco, cortes sequenciais de 5um de espessura. Estes cortes foram cuidadosamente
assentados em laminas histolégicas, e depois colocados na estufa por 16 horas a
50°C, para que ocorra a desparafinizacao.

Primeiramente foi realizada a coloracdo de Hematoxilina-eosina, corante
basico que cora componentes acidos como o nucleo, e a eosina é um corante acido
gue cora componentes basicos como o citoplasma. Para realizacdo dessa
coloracéo, os cortes de tecido foram desparafinados com duas imersées em xilol
durante 10 minutos cada, seguidas de imersdes subsequentes em concentracdes
decrescentes de etandis (100%, 95%, 70%) por 3 minutos cada. Eles foram lavados
em agua corrente por 3 minutos e depois colocados na coloracdo de Hematoxilina
de Mayer durante 6 minutos, e novamente lavados em agua corrente por 10
minutos, para retirada do excesso do corante. Logo apos, foram imersos
rapidamente em alcool acido e, depois, novamente lavados em &gua corrente
durante 10 minutos. As laminas entdo foram coradas em eosina por 1 minuto e,
posteriormente, foi realizado o processo de desidratacdo com uma imersao rapida
em etanol 95%, e duas imers6es com etanol 100% por 3 minutos cada. Em seguida,
foram realizadas duas imersdes em xilol por 5 minutos cada.

Depois das imersbes, cada lamina recebeu uma laminula, fixada com
Permount e o tecido corado foi analisado usando microscoépio de luz Nikon Eclipse
E-800.
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5 RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE CELULAS-TRONCO DE SACO
VITELINO DE CAES EM DIFERENTES IDADES GESTACIONAIS

Para a realizacdo desse projeto, duas cadelas sem raca definida (SRD), com
idades gestacionais diferentes foram utilizadas e apos a retirada se seus fetos, os
mesmos foram submetidos a andlise aproximada das idades com base na medida
da crista nucal até a primeira vértebra sacral (Crow-Rump) baseada na técnica
preconizada por Evans e Sack (1973). De acordo com esta analise pudemos
perceber que os fetos coletados tinham idades gestacionais aproximadas de 40 e 50
dias. Dessa forma, identificamos essas coletas como 40d e 50d.

Na coleta 40d, obtivemos um Utero gravidico com 6 fetos e na coleta 50d, 9
fetos. Convém ressaltar que as coletas foram realizadas em dias diferentes.

A figura 1A mostra a imagem de um dos fetos de idade gestacional 40d com a
presenca de seus anexos embrionarios e a figura 1B os fetos 50d, observe a
presenca da cinta placentaria (setas vermelhas), saco vitelino (setas brancas) e

membrana amnidtica (setas pretas).

Figura 1 — Feto Canino com aproximadamente 40 e 50 dias de gestacéo

-
]

Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)

Legenda: A) Feto Canino com idade gestacional de aproximadamente 40 dias. Observe a presenca da cinta
placenaria, (seta vermelha), membrana amnidtica (seta preta) e saco vitelino (seta branca). B) Feto Canino com
idade gestacional de aproximadamente 50 dias. Nesta figura também podemos observar a cinta placentéria (seta
vermelha), membrana amnidtica (seta preta) e saco vitelino (seta branca).
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5.2 CRIOPRESERVACAO DAS CELULAS PROVENIENTES DO SACO VITELINO
DE CAES

A figura 2 mostra, logo ap6s o descongelamento, que as células aderiram a
placa e se multiplicaram normalmente. Na figura 2A, B e C, temos as células que
foram descongeladas na passagem P3, ap6s 2 dias do descongelamento, nos
aumentos de 4x, 10x e 20x. As células atingem a confluéncia de forma rapida apos a
tripsinizacdo, sendo mostrado na figura 2D, E, e F mostra que em P4, novamente se

repetiu a caracteristica de alta replicacao.

Figura 2 - Fotomicrografia das células-tronco de saco vitelino, 40d apos descongelamento para
andlise de seu potencial de criopreservacao

/

Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)
Legenda: A,B,C) Células 40d, passagem P3 e aumentos de 4x, 10x e 20x, respectivamente. D,C,E)
Células 40d, passagem P4 e aumentos de 4x, 10x e 20x.

Na figura 3 foi feito o mesmo que na figura 2, porém, as células foram
descongeladas em P5 (Figura 3A, B e C) e a confluéncia também foi atingida em 2
dias apés o descongelamento, sendo em seguida as células tripsinizadas
novamente atingindo boa confluéncia em 2 dias na sexta passagem (P6) (Figura 3D,
EeF).
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Figura 3 - Fotomicrografia das células-tronco de saco vitelino 50d apés descongelamento para
andlise do seu potencial de criopreservagao

'° A 74 - ALY
Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)
Legenda: A,B,C) Células 50d ,passagem P5 e aumentos de 4x, 10x e 20x, respectivamente. D,C,E)
Células 50d, passagem P6 nos aumentos de 4x, 10x e 20x.

5.3 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DAS CELULAS-TRONCO FETAIS DO SACO
VITELINO

A caracterizacdo biologica das células-tronco de saco vitelino foi feita por
caracterizacdo morfolégica (microscopia de luz, coloracbes de HE e toluidina),
celular (anadlise de Vviabilidade, MTT, imunofenotipagem por ensaios
imunocitoquimicos) e funcional (diferenciacbes adipogénica, osteogénica e

condrogénica).

5.3.1 Caracterizacdo Morfoldgica

A caracterizagdo morfolégica das células foi realizada através de
monitoramento diario das células por microscopia de luz e também pelas coloractes

de Azul de Toluidina e Hematoxilina-Eoxina.
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5.3.1.1 Analise morfolégica das células por microcépia de luz

Nos primeiros dias de cultura, mesmo utilizando a técnica de colagenase |
para a digestdo enzimatica do tecido, além das células ainda restavam alguns
fragmentos de tecidos, dos quais desprendiam células. Também se observava uma
grande quantidade de hemécias devido a grande vascularizacédo do tecido.

Além disso, todos os dias observamos em microscopio a morfologia das
células, tanto de 40d quanto de 50d nota-se dois tipos celulares, um com morfologia
epitelial e o outro fibroblastéide. Porém, o tipo celular com formato epitelial esteve
presente apenas no inicio do cultivo celular, morrendo a cada troca de meio e a cada
nova tripsinizacdo e com isso permanecendo apenas o tipo fibroblastéide. Esse tipo
de cultura mista tem sido observado com frequéncia quando isolamos células-tronco
de saco vitelino e de membrana amniética.

A figura 4A-C representa as células-tronco de saco vitelino provenientes de
fetos com aproximadamente 40 dias de gestacdo onde observamos as células com
morfologia fibroblastdide bem caracteristicas de células-tronco. A figura 4A mostra
as células apoés 10 dias de cultivo, a figura 2B 17 dias de cultivo e figura 4C 42 dias.

Figura 4 - Fotomicrografia das células-tronco de saco vitelino provenientes de fetos com
aproximadamente 40 dias de gestacao

Fonte: (PIGNATARI, et al., 2012)
Legenda: A) 10 dias de cultivo, B') 17 dias de cultivo, C ) 42 dias de cultivo. Em todas as imagens o
aumento foi de 100x.

Na primeira passagem das células de saco vitelino de aproximadamente de

50 dias (Figura 5A e D), também foi possivel observar a presenca de dois tipos
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celulares, epitelial e fibroblastica. Na figura 5D, ainda visualizamos fragmentos de
saco vitelino liberando células com formato fibroblastoide, resquicio da digestédo
enzimatica da cultura priméria e na Figura 5A observamos que aparentemente as
células de saco vitelino de cdo com formato epitelial estdo sofrendo processo de
morte celular, porém apds a passagem 3 (P3), 25 dias de cultivo (Figura 5B) nao
observamos mais a presenca de células epiteliais. As células fibroblastéides
aparentemente apresentam alta capacidade proliferativa, pois ap6s 46 dias de

cultura as células continuam crescendo.

Figura 5 - Fotomicrografia da cultura de saco vitelino de aproximadamente 50 dias

Fonte: (PIGNATARI, et al., 2012)
Legenda: A, D) 7 dias de cultivo, passagem 1; B, E) 25 dias de cultivo, passagem 3; C,F) 46
dias de cultivo, passagem 7. A-C) Aumento de 10x. D-F) 20x.

5.3.1.2 Analise morfolégica das células apds Coloracédo de Azul de Toluidina

A coloracao por azul de toluidina foi realizada para auxiliar na caracterizacéo
da morfologia celular.
A figura 6A e B representa os resultados obtidos com a coloracéo de azul de

toluidina nas células-tronco de saco vitelino dos fetos de 40d. Com esta coloragéo,
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notamos que a célula possui formato fibroblastide (seta azul, Figura 6A) e nucleo

grande (seta vermelha, Figura 6A), caracteristicas de células-tronco mesenquimais.

Figura 6 - Fotomicrografia de coloracdo de azul de toluidina das células-tronco de saco vitelino de
fetos caninos, fetos de 40 dias

Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)

Legenda: A) Aumento 200x. Seta vermelha nucleo e seta azul citoplasma.
B) Aumento de 400x.

Na figura 7A e B, temos a fotomicrografia das células-tronco do saco vitelino
de fetos com 50d nos aumentos de 20x e 40x respectivamente. A seta vermelha na
figura 7A novamente indica o nucleo, que proporcionalmente ao citoplasma é
considerado grande em comparacdo com uma célula com formato epitelial. Ja, a

seta azul mostra que de fato a morfologia das células lembra um fibroblasto.

Figura 7 - Fotomicrografia de coloragdo de azul de toluidina das células-tronco de saco vitelino de
fetos caninos, 50d

Fonte: (LIMA, S. A. F., 2012)
Legenda: A) Aumento 200x. Seta vermelha nicleo e seta azul citoplasma. B) 400x.
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5.2.1.3 Analise morfoldgica das células apés Coloracdo de Hematoxilina-Eosina

A escolha dessa coloracgédo foi feita para que pudéssemos confirmar o que foi
visto com o Azul de Toluidina em relacdo a morfologia das células-tronco de saco
vitelino de 40d e 50d. Na figura 8A e B pudemos confirmar o formato fibroblastéide
com ndcleo grande e citoplasma escasso, caracteristico de células-tronco
mesenquimais. Nota-se aspecto regular do contorno dessas células e elevada

confluéncia.

Figura 8 - Fotomicrografia da coloracdo de hematoxilina-eosina das células de saco vitelino de fetos
caninos, 40d
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Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)
Legenda: A) Aumento 200x e B) 400x. Seta vermelha indica nicleo e a seta azul indica o citoplasma.

Na figura 9A e B também foi possivel observar o formato fibroblastéide com
nacleo grande e o mesmo aspecto regular do contorno dessas células, além da

elevada confluéncia.
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Figura 9 - Fotomicrografia da coloracdo de hematoxilina-eosina das células de saco vitelino de fetos
caninos, 50d

Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)
Legenda: A) Aumento 200x e B) 400x. Seta vermelha indica nicleo e seta azul indica citoplasma.

5.3.2 Caracterizacéo celular

A caracterizacao celular das células-tronco do saco vitelino de cées, com
idades gestacionais de 40 e 50 dias, foi feita através de ensaio de proliferacao
celular pelo método colorimétrico de MTT e analise imunocitoquimica das células-

tronco de saco vitelino.

5.3.2.1 Ensaio de proliferacdo celular pelo método colorimétrico de MTT

As células-tronco de saco vitelino, 40d e 50d foram submetidas aos ensaios
de MTT para averiguar o potencial de crescimento celular. Através destes
experimentos pudemos observar um bom potencial de crescimento celular para
ambas as células, como podem ser visto nos graficos 1A e B. Nota-se que as células
tém um crescimento nos primeiros dias de cultivo e que, com o passar dos dias,
esse crescimento vai diminuindo como era esperado, embora as células 50d

permanecem num estado estavel de crescimento diferentemente da 40d.



42

Gréfico 1 - Anélise da proliferacé@o celular pelo método colorimétrico MTT das células-tronco do saco
vitelino, 40d e 50d
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Fonte: (PIGNATARI et al.,, 2012)
Legenda: A) Células 40d. B) Células 50d.

5.3.2.2 Analise imunocitoquimica das ceélulas-tronco de saco vitelino

As analises imunocitoquimicas utilizando um painel de anticorpos foram
realizadas nas ceélulas 40d e 50d a fim de avaliar se essas células expressam
proteinas tipicas de células-tronco mesenquimais. Na figura 10 temos os resultados
referentes as células-tronco do saco vitelino de 40d, onde observamos que houve
expressdo dos marcadores de células-tronco mesenquimais (CD73, CD90 e CD105)
como era esperado. Observamos também a expressdo de CD45, que € um
marcador de células hematopoiéticas e que ndo sao expressos em ceélulas-tronco

mesenquimais.
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Figura 10 — Analise da expressdo de marcadores de células-tronco mesenquimais (CD73, CD90 e
CD105) e o marcador hematopoiético (CD45) nas células-tronco de saco vitelino 40d

CD90 CD45S

Fonte: (LIMA, S..A..F, 2012)

Legenda: Células-tronco de saco vitelino, 40d foram fixadas em paraformaldeido a 4%,
bloqueadas em PBS contendo 2% de BSA e os anticorpos anti- CD105, anti-CD73, anti-CD90 e
anti-CD45 foram adicionados. A imunoreatividade foi revelada pelo anticorpo ligado ao Texas Red
(A) e FITC (B,C,D), os nucleos foram corado com DAPI, e os respectivas sobreposi¢cdes foram
montados, e exibidos em aumento de 400X. A) CD105; B) CD73; C) CD90 e D) CD45.

A figura 11 apresenta ainda os resultados obtidos com as células de 40d
utilizando os seguintes marcadores vimentina, PCNA3 e VEGF. Na figura 9A
observamos a expressdo de Vimentina que é uma proteina do citoesqueleto como
era esperado. Houve também a expressdo de PCNA3 que indica a proliferacédo
celular, uma vez que estas células se encontravam em intensa proliferacéo.
Entretanto, ndo observamos a expressao de VGEF comumente expresso em células

do saco vitelino.
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Figura 11 — Andlise da expressao de vimentina, PCNA3 e VEGF nas células-tronco de saco vitelino
de 40d de gestacgéo

VGEF

Fonte: (LIMA, S. A. F., 2012)
Legenda: Células-tronco de saco vitelino, 40 d foram fixadas em paraformaldeido a 4%, blogueadas

em PBS contendo 2% de BSA e o0s anticorpos anti-vimentina, anti-PCNA3, anti-VEGF foram
adicionados. A imunoreatividade foi revelada pelo anticorpo ligado ao FITC e os nucleos foram
corado com DAPI, e as respectivas sobreposi¢des foram montados, e exibidos em aumento de 400X.

A) vimentina; B) PCNAS3; C) VEGF.
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Realizamos os mesmos painéis de anticorpos para a realizagdo do ensaio
imunocitoquimico das células-tronco provenientes do saco vitelino de 50d,
observamos a expressdao de CD73, CD90 e CD105, sendo este Ultimo
aparentemente menos expresso que nas células 40d. Como nas células 40d

também houve expresséo de CD45 (Figura 12).

Figura 12 — Andlise da expressdao de CD45, CD73, CD90 e CD105 nas células-tronco de saco
vitelino de 50d de gestacdo
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C D
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Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)

Legenda: Células-tronco de saco vitelino, 50d foram fixadas em paraformaldeido a 4%, bloqueadas
em PBS contendo 2% de BSA e os anticorpos anti- CD105, anti-CD73, anti-CD90 e anti-CD45 foram
adicionados. A imunoreatividade foi revelada pelo anticorpo ligado ao Texas Red (A) e FITC (B,C,D),
os nucleos foram corado com DAPI, e os respectivas sobreposi¢cdes foram montados, e exibidos em
aumento de 400X. A) CD105; B)CD73; C) CD90 e D) CD45.
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Nas células de 50d, observamos a expressdo de vimentina como era
esperado (Figura 13A), leve expresséo de PCNA3 (Figura 13B) e de VEGF (Figura
13C).

Figura 13 — Andlise da expressédo de VIMENTINA, VEGF e PCNA nas células-tronco de saco vitelino
de 50d de gestacéo

VIMENTINA

Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)

Legenda: Células-tronco de saco vitelino, 50d foram fixadas em paraformaldeido a 4%, blogueadas em PBS
contendo 2% de BSA e os anticorpos anti-vimentina, anti-PCNA3, anti-VEGF foram adicionados. A
imunoreatividade foi revelada pelo anticorpo ligado ao FITC e os nucleos foram corado com DAPI, e as
respectivas sobreposicdes foram montados, e exibidos em aumento de 400X. A) vimentina; B) PCNA3; C) VEGF.
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5.3.3 Caracterizagéao funcional

A caracterizagéo funcional das células-tronco do saco vitelino foi feita através
de diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica.

5.3.3.1 Diferencia¢des adipogénica e osteogénica

As células derivadas do saco vitelino de 40d e 50d foram submetidas a
diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos por cultivo em meios especificos.

Conforme a figura 14 conseguimos observar que nas ceélulas-tronco de saco
vitelino de 40d houve a diferenciacdo em adipdcitos, pois encontramos a presenca
de vacuolos de gordura indicando sua diferenciacdo em células de linhagem
adipogénica ap6s a adicdo de indutores descritos nos materiais e métodos. Nas
Figuras 14A e C temos o controle, ou seja, células sem o meio de inducéo, no
aumento de 40x e 100x respectivamente e na figura 14B e D temos o teste, ou seja,

células com meio adicionado de indutores adipogénicos.
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Figura 14 - Diferenciacdo das células-tronco de saco vitelino de 40d em adipécitos

A B

Fonte: (PIGNATARI et al., 2012)
Legenda - Diferenciacdo adipogénica das células-tronco de saco vitelino de fetos de 40d. A,C)
Controle; B,D) Teste. A B) Aumento 40x; C,D) 100x

Nas figuras 15A e C temos o controle no aumento de 40x e 100x
respectivamente e na figura 15B e D, as células diferenciadas em adipocitos. Nota-

se que tanto em 40d quanto em 50d houve a diferenciacao adipogénica.
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Figura 15 — Diferenciagdo das células-tronco de saco vitelino de 50d em adipdécitos

A B

C D

Fonte: (PIGNATARI et al., 2012)
Legenda - Diferenciacdo adipogénica das células-tronco de saco vitelino de fetos de 40d. A,C)
Controle; B,D) Teste. A B) Aumento 40x; C,D) 100x

Na figura 16 pudemos notar que houve diferenciagcdo osteogénica no saco
vitelino de 40d. Observe na figura 16A, o controle dessas células sem o0 meio indutor
osteogénico mostrando a morfologia regular das células e na 14B pouquissima

deposicdo de matriz.



50

. TR

Fonte: (PIGNATARI et al., 2012)
Legenda - A) Controle; B) Teste. Aumento de 40x.

Na figura 17 apresentamos os resultados referentes as células-tronco de saco
vitelino 50d, onde em 17A temos o controle e em 17B, as células submetidas ao
protocolo de diferenciacdo onde também observamos pouquissima deposicdo de
matriz como nas células 40d.

Figura 17- Diferenciagdo das células-tronco de saco vitelino de 50d em ostedcitos
% TN ,._'_;:i;;.;(.z;;-“' S Vo W !

[ 24 o

s i o
Fonte: (PIGNATARI et al., 2012)
Legenda: A) Controle; B) Teste. Aumento de 40x.
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5.2.3.2 Diferenciacdo Condrogénica

Foi realizada a diferenciacdo condrogénica das células-tronco de saco vitelino
de 40d e 50d. Em ambos os testes, houve a formagdo da esfera na qual
emblocamos para a analise histolégica. Ja nos controles nao foi observada formacgéo
esférica do botdo celular. Convém ressaltar que, infelizmente, durante o
processamento o material proveniente das células 50d foi perdido. Dessa forma nao
poderemos dizer se houve ou néo diferenciagao.

Na figura 18A, C e E mostramos os controles das células-tronco de saco
vitelino de 40d, sem o meio indutor de diferenciacdo. Enquanto que, na figura 18B,D
e F mostramos a diferenciacdo dessas células em condrocitos utilizando meio

indutor.
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Figura 18 - Diferenciagdo das células-tronco de saco vitelino de 40d em condrdcitos.

Fonte: (LIMA, S. A. F., 2012)

Legenda: A, C, E) Controle; B, D e F) Células-tronco de saco vitelino 40d submetidas a
diferenciacdo condrogéncia. Observe que as células se diferenciaram em condrdcitos. A,B)
Aumento de 100x; C, D) 200x;. E, F) 400x.
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5.4 ANALISE DO POTENCIAL CARCINOGENICO DAS CELULAS-TRONCO DO
SACO VITELINO DE CAES

Os camundongos imunossuprimidos nudes foram utilizados para avaliagdo do
potencial carcinogénico das células-tronco de saco vitelino.

Na figura 19A mostramos o camundongo nude ap0s a eutanasia, sem
alteracbes visiveis na regido da nuca (local do inoculo) e na 19B, o animal apés
dissecacao onde também néo foi possivel observar formacgéo tumoral.

Além disso, foi realizada a abertura do abdémen para analisar se a posicao
dos érgaos estaria alterada, pois quando um dos 6rgaos possui um tumor grande ou
esteja de tamanho aumentado devido alguma alteragcdo em sua funcéao (exemplo,
hepatomegalia), o 6rgdo pode empurrar os demais e com isso, mudaria a posicado
normal, o que ndo ocorreu. Além disso, com a abertura foi possivel a retirada dos
orgaos para analise histolégica.

Figura 19 - Analise macroscépica dos camundongos imunossuprimidos, nude apos injecdao de
células-tronco de saco vitelino, 40d antes e apos dissecagdo

Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)
Legenda: A) Analise macroscépica da regido cervical. B) Andlise macroscopica da regido cervical
apés dissecacao.

Como dito anteriormente os 6rgdos dos camundongos foram coletados e

mostramos na figura 20, os 6rgdo coletados sendo eles: rins (Figura 20 - 1,2),
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coracdo (3), pancreas (4), figado (5) e pulmdo (6), onde nenhuma alteracao

macroscopica em relacdo ao tamanho e a textura puderam ser observadas.

Figura 20 - Analise macroscopica dos oOrgdos apds eutandsia e dissecacdo dos camundongos
imunossuprimidos com células-tronco de saco vitelinode 40d apds 60 dias da injecéo

Fonte: (LIMA, S. A. F., 2012)
Legenda: 1-2) Rim, 3)Coracao, 4) Pancreas, 5)Figado, 6) Pulmao

A analise microscépica dos orgaos: figado, péancreas, pulmdo e rim do
camundongo ap6és indculo das células 40d néo revelou alteracdes morfoldgicas,

como era esperado, uma vez que nao houve formacgéo tumoral (Figura 21).
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Figura 21 - Fotomicrografia da andlise histoldgica dos 6rgaos figado, pancreas, pulmao e rim dos
camundongos nudes injetados com células 40d e apés 60 dias da injecao

f‘oc.
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Fonte: (LIMA, S. A. F., 2012)
Legenda: A) Figado. B) Pancreas. C) Pulmao. D) Rim. A-D) Aumento de 200x

O mesmo procedimento foi realizado nos animais de 50 dias e também nao
observamos alteragdes visiveis na nuca como nota-se na figura 22 A e B, antes e

apos dissecacéao.



56

Figura 22 - Analise macroscépica dos camundongos imunossuprimidos, nude apos injecdo de
células-tronco de saco vitelino, 50d antes e apds dissecagao

Fonte: (LIMA, S. A. F, 2012)
Legenda: A) Analise macroscépica da regido cervical;. B) Andlise macroscopica da regido cervical
apos dissecacao.

Com a abertura do abdémen do camundongo nude de 50d, notou-se que
também nao houve alteracdes da posicao normal dos 6rgdos. Apos essa andlise, 0s
orgaos foram removidos e podem ser observados na figura 23. Observe nesta figura
gue nenhuma alteracdo macroscopica em relacdo ao tamanho e textura foi
encontrada nos seguintes 6rgaos: 1) Pancreas, 2 e 5) Rim, 3) Coracéo, 4) Figado, 6)

Pulmao.

Figura 23 - Andlise macroscépica dos 6rgdos apds eutandsia e dissecagdo dos camundongos
imunossuprimidos com células-tronco de saco vitelino de 50d e 60 dias ap0s da injegao

Fonte: (LIMA, S. A. F., 2012)
Legenda : 1) Pancreas, 2 e 5) Rim, 3) Coracao, 4) Figado, 6) Puimé&o
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Na figura 24, temos o resultado das analises histologicas do figado, pancreas,

pulm&o e rim mostrando que nenhuma alteragdo foi encontrada nesses orgaos.

Figura 24 - Fotomicrografia da analise histolégica dos 6rgdos figado, pancreas, pulméo e rim dos
camundongos nudes injetados com células 50d e apos 60 dias da injecao

NP S \ 3 - 4

LA X
Fonte: (Lima, S. A. F, 2012)
Legenda:A) Figado. B) Pancreas. C) Pulmao. D) Rim. A-D) Aumento de 10x

5.5 ANALISE HISTOLOGICA DO SACO VITELINO

A analise histolégica do saco vitelino de 40d foi realizada e o resultado apos
coloragdo de HE pode ser visualizado na figura 25. Observe, a presenca de
endotélio (seta azul), mesotélio (seta vermelha) e ilhas de eritroblasto (seta verde),

como esperado.
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Figura 25 - Analise histologica do saco vitelino de 40d apés coloracao de HE
.

50.0 ym

Fonte: (Lima, S. A. F., 2012)
Legenda: Saco vitelino de 40d. Seta vermelha indica mesotélio. Seta Azul indica endotélio. Seta

verde indica ilha de eritroblastos. Aumento de 400x

Na figura 26, temos a analise histolégica do saco vitelino de 50d na qual
também podemos observar a presenca de endotélio (seta azul), mesotélio (seta

vermelha) e ilhas de eritroblasto (seta verde).
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Figura 26- Analise histologica do saco vitelino de 50d apés coloracao de HE
5

T Th ¥

Fonte: (Lima, S. A. F., 2012)
Legenda: Saco vitelino de 50d. Seta vermelha indica mesotélio. Seta Azul indica endotélio. Seta
verde indica ilha de eritroblasto. Aumento de 400x



60

6 DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados nesse trabalho, as células obtidas
de saco vitelino de fetos de cdes apresentaram caracteristicas de células-tronco
mesenquimais. Além disso, nossos resultados estdo sendo condizentes com a
literatura e com os experimentos anteriores do nosso grupo, que vem estudando a
espécie canina e espécies de mamiferos, com protocolos diferentes, mostrando que
in vitro essas células apresentam morfologia caracteristica de células mesenquimais,
boa plasticidade e diferenciacdo em linhagens de células adipogénicas,
osteogénicas e condrogénicas (WENCESLAU et al.,, 2011; FAVARON, 2012;
FRANCIOLLI, 2012). Uma caracteristica interessante dessas células é que né&o
apresentam formagédo tumoral, o que as inviabilizaria como candidatas a terapia
celular WENCESLAU et al., 2011; FAVARON, 2012; FRANCIOLLI, 2012).

Neste trabalho conseguimos estabelecer novas culturas de células-tronco
provenientes do saco vitelino de fetos caninos, utilizando o método por digestao
enzimatica por colagenase | em diferentes periodos gestacionais. Em pesquisas
anteriores, 0 nosso grupo utilizava protocolos com explante no lugar da digestédo
enzimatica com colagenase (WENCESLAU et al., 2011; FAVARON, 2012;
FRANCIOLLI, 2012). Além disso, com este trabalho, pudemos observar uma grande
eficiéncia na obtencdo de um grande numero de células, sugerindo que o método de
obtencao de células usando colagenase | pode ser mais eficaz do que a cultura por
explante, entretanto, esses dados precisam ser melhor investigados. No inicio da
cultura é possivel notar a presenca de dois tipos celulares, sendo um com
morfologia epitelial e outro fibroblastéide. Porém, é visivel que tanto as células de
40d quanto as de 50d, com o passar dos dias, das trocas de meio e das
tripsinizacdes, as células com formato epitelial comecam a morrer e s6 sobram as
fibroblastoides, que continuam crescendo bem e sobrevivendo a muitas passagens
(tripsinizacdes). Isso é condizente com a literatura, na qual também encontraram
esses dois tipos celulares quando utilizada a técnica de explante (WENCESLAU et
al., 2011).

As CTMs sao células-tronco ndo-hematopoiéticas multipotentes que aderem a

placas de cultura, assemelham a fibroblastos in vitro, e formam colénias (BRUDER,
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1998) e através das coloracdes de Azul de Toluidina e Hematoxilina-Eoxina,
podemos visualizar melhor ao microscopio as caracteristicas das células-tronco do
saco vitelino e vimos que tem a mesma morfologia descrita na literatura.

Através do ensaio de proliferacdo celular pelo método colorimétrico de MTT,
podemos observar um bom potencial de crescimento celular nas duas idades
gestacionais, porém com o passar do tempo esse crescimento vai diminuindo, mas
iSso ja era de se esperar, pois € um perfil caracteristico de células-tronco um pico de
crescimento com diminuicdo apds as passagens.

Notamos que essas células possuem um bom potencial de criopreservacao
pois quando descongelamos estas células mantiveram boa aderéncia e répida
amplificacéo, fator importante quando se pensa em utilizar estas células na Medicina
Regenerativa.

Além disso, observamos que tanto nas células de 40 dias como nas de 50
dias, houve expressdo dos marcadores de células-tronco mesenquimais (CD73,
CD90 e CD105), sendo que o CD105 foi menos expresso na de 40 dias.
Observamos também em ambas as idades, a expressdo de CD45 que € um
marcador de células hematopoiéticas e que ndo sdo expressos em ceélulas-tronco
mesenquimais. Porém, provavelmente foram expressas nessas células, pois esses
marcadores também séo encontrados no endotélio das células.

Observamos a expressao de vimentina nas duas idades gestacionais. Esse
marcador deve sempre ser expresso, visto que é uma proteina de citoesqueleto,
sendo usada apenas como controle da reacdo. Essas variagbes na expressao
podem ser explicadas de acordo com a idade gestacional do embrido e 0 momento
de diferenciacdo celular das células do saco vitelino, ou melhor, para que tipo celular
elas deveriam se diferenciar em um dado momento gestacional, sendo na nossa
hipétese correlacionado com a vasculogénese e a hematopoiese canina, sendo
esses dados ainda pouco conhecidos.

Houve boa expressdo de PCNA3, que indica a proliferacdo celular, nas de 40
dias, uma vez que estas células se encontravam em intensa proliferacdo. Porém foi
muito baixa na de 50 dias, apesar das células estarem amplificando rapidamente.
Entretanto, a suposta marcacdo baixa pode ser devido o uso de anticorpos

humanos. Neste experimento, 0s Unicos anticorpos de cdes era 0 CD90 e o CDA45.
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As células de 40 dias ndo expressaram o VGEF comumente expresso em
células do saco vitelino e as de 50 dias expressaram muito sutiimente. O mesmo
pode ser devido ao uso de marcadores ndao imunoespecificos, ou devido a mudanca
de padréo na producao de células como dito anteriormente.

Como houve diferenciacdo celular em adipdcitos, ostéocitos condrdcitos
podemos sugerir que estas células sdo células-tronco mesenquimais embora 0s
experimentos de ostéocitos para ambos os cultivos deve ser refeito bem como o
procedimento de diferenciacdo condrogénica para as células 50d uma vez que, este
foi perdido.

Através das injecdes dessas células nos camundongos imunossuprimidos
nudes, sugerimos que essas células ndo sdo cancerigenas e podem servir para

estudos pré-clinicos de doengas.
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7 CONCLUSOES

- As células-tronco 40d e 50d possuem caracteristicas de células-tronco
mesequimais.

- As células-tronco 40d e 50d ndo produzem tumores quando injetadas em
camundongos nudes.

- Até o momento ndo foram observadas diferencas relevantes nessas duas
idades gestacionais.

- O método de digestdo enzimatica com colagenase | parece ser mais
eficiente que por explante utilizado anteriormente por outros autores.

- novos estudos deverao ser realizados para melhor investigar a expresséao de

marcadores celulares nas células de saco vitelino de cao.
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