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RESUMO

KARAM, R. G. AVALIACAO DO PADRAO DE SECRECAO E MORFOLOGIA DE
VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DE CELULAS-TRONCO DA
MEMBRANA AMNIOTICA CANINA. 2019. 51 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2019.

O estudo das vesiculas extracelulares (VES) secretadas pelas células-tronco
mesenquimais (CTM) em cultura pode ajudar a entender de maneira mais concisa o
seu funcionamento. Este trabalho tem como objetivo comparar a quantidade e
tamanho das vesiculas extracelulares pequenas (até 150nm) derivadas de células-
tronco da membrana amniotica canina. Foram isoladas células da membrana
amnidtica de cadelas, cultivadas e caracterizadas. Para responder ao nosso objetivo,
0 numero de células foi normalizado em cada passagem. As CTM isoladas
apresentaram uma curva de crescimento crescente até atingir a segunda passagem,
seguindo-se uma diminuicdo até a quinta passagem. As células foram diferenciadas
em tecido adipogénico, condrogénico e osteogénico. Andlises por citometria de fluxo
mostraram que as CTM foram positivas para marcadores mesenquimais CD90
(62,6%) e CD105 (89,5%) e negativas para marcadores hematopoiéticos CD34 (5,2%)
e CD45 (3,1%). Para a andlise de VEs, as células em diferentes passagens (P0-P2)
foram cultivadas até atingir 80% de confluéncia, em seguida, o meio foi substituido
por meio livre de VEs (previamente ultracentrifugado). Ap6s 48h, o meio de cultura foi
removido e centrifugado para isolar as VES, seguido por analise de nanosight para
medir a concentracdo e o tamanho das VEs. A caracterizacdo por western blot
também foi realizada. As VEs foram positivas para Alix e negativos para Citocromo C.
Os resultados demonstraram que a concentragdo nessas diferentes passagens
analisadas foi aumentada em PO comparado a P1 e P2 (P0=1,2x109+71220315,
P1=3,8x108+54173333, e P2=3,3x108+170128967). No entanto, ndo foram
encontradas diferencas no tamanho das VEs (PO = 132nm, P1 = 130nm e P2 =
120nm). Estes resultados demonstram que a passagem inicial é enriquecida de VEs
guando comparada com as passagens posteriores, indicando um efeito de deficiéncia

in vitro no padrao de secrecéo das VEs.

Palavras-chave: Exossomos. Microvesiculas. Mesenquimais.



ABSTRACT

KARAM, R. G. EVALUATION OF SECRETORY PATTERN AND MORPHOLOGY OF
EXTRACELLULAR VESICLES DERIVED FROM CANINE AMNIOTIC MEMBRANE
STEM CELLS. 2019. 51 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The study of the extracellular vesicles (EVs) secreted by stem cells in culture may help
to understand in a more concise way their functioning. This work aims to compare the
amount and size of the small extracellular vesicles (up to 150nm) derived from stem
cells derived from the canine amniotic membrane. Bitches cells from the amniotic
membranes were isolated, cultured and characterized. In order to answer our aim the
number of cells was normalized at each passage. The isolated stem cells presented
an increasing growth curve until reach the second passage, following by a decrease
until the fifth passage. The cells were differentiated into adipogenic, chondrogenic and
osteogenic tissue. Flow cytometry analysis showed that the MSC were positive for
CD90 (62.6%) and CD105 (89.5%) and negative for CD34 (5.2%) and CD45 (3.1%),
mesenchymal and hematopoietic marks, respectively. For EV analysis, cells in
different passages (P0-P2) were culture until reach 80% of confluence, then the
medium was replaced by EVs depleted medium (previously ultracentrifugated). After
48h, culture medium was removed and centrifuged to isolate EVs, followed by
nanosight analysis to measure the EVs concentration and size. The EVs were also
characterized by western blot. They were positive for Alix and negative for Cytochrome
C. Our results demonstrated that the concentration in those different passages
analyzed was increased in PO compared to P1 and P2. However, no differences were
found in EVs size (P0=132nm, P1=130nm and P2=120nm). These results demonstrate
that earlier passage is enriched of EVs when compare to later passage, indicating an

in vitro impairment effect on EVs secretion pattern.

Keywords: Exosome, Microvesicles, Mesenchymal.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento do numero de doengas crbnicas no mundo, a busca por
terapias alternativas e inovadoras vem crescendo gradativamente. Desde a
descoberta do potencial terapéutico das células-tronco (CT) na regeneracéao tecidual,
seus estudos ndo param de crescer a fim de solucionar os problemas causados por
diversas patologias. Porém a sua utilizagdo vem gerando alguns problemas éticos e
morais quando utilizadas células de origem embrionéria, fato que nem sempre é
aceitavel por grande parte das pessoas.

Para o seu uso na medicina veterinaria, as CT séo extraidas de diversas
fontes de tecido fetal ou adulto, e entre elas estda a membrana amniética, a qual
apresenta baixa tumorigenicidade e maior multipotencialidade quando comparada a
outros tecidos adultos, o que as torna mais acessivel para transplantes alogénicos
(CARDOSO et al., 2016). Pelo fato da membrana amniotica ser descartada como lixo
bioldgico, seu uso se torna mais acessivel, barato e evita problemas éticos e morais,
permitindo assim sua coleta e cultivo sem procedimentos mais invasivos. Células-
tronco da membrana amnidtica ja foram relatadas anteriormente em diferentes
espécies, inclusive humanos, apresentando sucesso no cultivo (MIHU et al., 2009).

Para melhor compreensdo das células-tronco mesenquimais derivadas da
membrana amniética canina (MAC) precisamos estudar também os componentes
secretados e recebidos por estas, como por exemplo as vesiculas extracelulares
(VEs). Essas vesiculas podem ser classificadas de acordo com o tamanho, (<150nm)
pequenas ou (>150nm) média ou grande (THERY et al., 2018). As vesiculas
extracelulares sao resultado de um processo complexo de secrecéo celular e contém
uma bicamada lipidica e formato esférico, além de seu interior contendo proteinas,
lipidios bioativos, microRNAs (miRNAs), mRNAs e DNA (ZHANG et al.,, 2015;
BONAFEDE et al., 2016; HUANG et al., 2016; GONG et al., 2017). A secrecdo dessas
vesiculas resulta em uma interacdo celular, que pode ser levada pelos fluidos
corporeos a qualquer parte do corpo, tornando essa comunicacdo praticamente
irrestrita.

Este trabalho tem como objetivo comparar a quantidade e tamanho das
vesiculas extracelulares pequenas (até 150nm) derivadas de células-tronco da

membrana amniética canina em diferentes fases de cultivo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As células-tronco apresentam capacidade de diferenciacdo e auto renovacao.
Os estudos realizados com células-tronco mesenquimais sdo direcionados aos seus
efeitos terapéuticos e podem ser extraidas de varias fontes de tecidos, como sangue
do corddo umbilical (LEE et al., 2004; WANG et al., 2004; BAKSH; YAO; TUAN, 2007),
tecido adiposo (ZUK et al., 2002; RADA; REIS; GOMES, 2011), membrana amniética
(PARK et al., 2012; CARDOSO et al., 2016), fluido amniético (PERIN et al., 2007;
STEIGMAN; FAUZA, 2007; YOU et al., 2008), saco vitelino (MANCANARES et al.,
2015); medula 6ssea (KASTRINAKI et al., 2008), sangue periférico (VILLARON et al.,
2004) e placenta (MATIKAINEN; LAINE, 2005; STEIGMAN; FAUZA, 2007; BARLOW
et al., 2008).

Segundo Miglino et al. (2006), durante o desenvolvimento embrionario, por
volta do 20° dia, o saco vitelino se torna proeminente, e ja se pode notar a membrana
amnidtica avascular cobrindo o embrido. Por volta do 24° dia € possivel observar o
liqguido amniético translicido presente e a membrana alantoide.

O anexo fetal € o conjunto da placenta, membranas fetais e corddo umbilical.
As membranas fetais, que consistem no amnion, alantoide, saco vitelino e corion, séo
essenciais para o desenvolvimento do embrido, e ajudam na nutricdo, protecao e
excrecdo embrionaria. O amnion que é a membrana extraembriondria mais intima com
o embrido, histologicamente €& composta por células cuboides amnibticos e
desempenha um papel importante pois forma um saco contendo o liquido amniotico
(FAVARON et al., 2015).

As membranas fetais apresentam propriedades imunorreguladoras e em
seres humanos ja existem relatos de células tronco derivadas da membrana amniética
gue apresentaram auto renovacéo e diferenciacdo (BOSSOLASCO et al., 2006; KITA
et al., 2010). A membrana amnio6tica humana ja foi utilizada em tratamentos de feridas
cutaneas, queimaduras, e na reconstrucao superficial ocular (AVILA et al., 2001,
GOMES et al., 2005). Em caes a membrana amnidgtica também ja foi utilizada para
diversos tratamentos, como queimaduras (ANDONOVSKA et al., 2008) e no
tratamento da ceratoconjuntivite seca (BITTENCOURT et al. 2016).

As células-tronco derivadas de epitélio amnidtico canino apresentam

semelhancas caracteristicas das mesmas celulas amnidticas humanas, como
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proliferacdo celular vigorosa, e podem ser usadas para terapias em medicina
regenerativa (DOMINICI, 2006; PARK et al., 2012; CARDOSO et al., 2016).

Estudar os componentes secretados e recebidos pelas células do meio
externo, como proteinas, lipidios, e vesiculas extracelulares (VEs) é fundamental para
a compreensao do organismo como um todo (HAN; GROSS, 2003). Conforme a célula
recebe componentes externos a ela, como as VES, processos fisicos e quimicos sao
iniciados, podendo alterar o meio intracelular e extracelular (THERY, 2011).

As comunicacdes celulares podem ser classificadas como autdcrina,
paracrina, sinal enddcrino, e comunicacao por juncdes celulares (HARRIS, 2005;
BOBRIE et al., 2011; SINGH; ZHANG et al., 2015; BONAFEDE et al., 2016; HUNG;
LEONARD, 2016). Sob esse aspecto, as VEs vém sendo alvo de intensos estudos,
devido a suas potenciais aplicacdes clinicas, como biomarcadores ou como
ferramentas terapéuticas (THERY, 2011; AKERS et al., 2015; BATIZ et al., 2016).

As VEs possuem diferentes tamanhos, e este é um dos dados utilizados para
classifica-las através do seu didametro, como por exemplo: microvesiculas (MV), que
possuem de 150 — 1000 nm de diametro e exossomos com 30 — 150 nm de diametro
(HEIINEN et al., 1999; MORELLO et al., 2013; ZHANG et al., 2015). A sua biogénese
e vias celulares, assim como sua carga, as moléculas de superficie e a composicéo
da membrana também s&o fatores fundamentais para a classificacdo das VEs
(RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). Tais estruturas ja foram relatadas pelo seu papel
na comunicacio entre células, formando uma rede continua no organismo (THERY,
2011). O processo de secrecao das VEs é extremamente complexo e envolve muitos
processos metabdlicos, hormonais, fatores de crescimento, citosinas e moléculas da
matriz extracelular, tudo isso para que a comunicacao seja efetiva e direcionada. Com
0 avanco de pesquisas e estudos na area, acredita-se que outros mecanismos
complexos possam ainda ser descobertos e desvendados completamente (HEIJNEN
et al., 1999; RAPOSO; THERY, 2011; STOORVOGEL, 2013; BATIZ et al., 2016).

As VEs secretam substancias que resultam na interacdo com células
semelhantes ou néo, e através dos fluidos corpéreos expande a comunicacao celular
de forma praticamente irrestrita (COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI, 2009;
THERY, 2011).

Os exossomos ganharam importancia nos ultimos anos devido a presenca
dos miRNAs estaveis e protegidos da degradacao contidos em seu [limen. Os miRNAs

sdo importantes devido aos seus papéis reguladores na expressao génica (ZHANG et
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al., 2015). Esses miRNAs estao presentes em diversas atividades biolégicas como
migracao celular, diferenciacdo celular assim como alterados em inicio de doencas
(MA; TERUYA-FELDSTEIN; WEINBERG, 2008; PNG et al., 2012). Os miRNAs podem
ser encontrados nas VEs de forma estavel em diversos fluidos corporais, como saliva
(MICHAEL et al., 2010), sangue (GALLO et al., 2012; FREEDMAN et al., 2016), leite
materno (ZHOU et al., 2012) e urina (LV et al., 2013; YERI et al., 2017)

Os exossomos sao produzidos em compartimentos multivesiculares
endossémicos e secretados a medida que se funde com a membrana plasmatica
(LOTVALL et al., 2014) e participam das atividades celulares realizando troca de
informacdes entre células, e esta interacao intercelular pode ocorrer de trés formas,
pelas proteinas transmembranares dos exossomos que diretamente interage com 0s
receptores de sinalizacédo da célula alvo (MUNICH et al., 2012), pelos exossomos se
fundirem com a membrana plasmatica de células receptoras entregando seu contetudo
(TIAN et al., 2013; MULCAHY et al., 2014),

Para a medicina, os exossomos possuem grande importancia, visto que
segundo Vader et al., (2016) os exossomos poderiam evitar o reconhecimento pelo
sistema imunoldgico, mantendo assim a integridade da membrana celular para evitar
a degradacdo da mesma. O potencial terapéutico dos exossomos € ainda analisado
no trabalho de Zhao et al., (2017), onde a aplicacdo de exossomos derivados de
células epiteliais de tecido amnidtico humano foram capazes de promover
significativamente a cicatrizagédo de feridas na pele e inibir a formacao de cicatrizes
em ratos.

As VEs também séo secretadas por células cancerigenas e desempenham
um papel na neovascularizagdo e metastase (KIM et al., 2003; DANG et al., 2005;
CHOI et al., 2012). Estudos recentes mostram efeitos benéficos observados apés o
transplante de VEs em modelos pré-clinicos de doencas isquémicas (ZHANG et al.,
2016). Em particular, muitos estudos relataram a eficacia de VEs de células
estaminais mesenquimais adultas no fornecimento de cardioprotecdo contra infarto
agudo do miocardio (LAI et al., 2010; ARSLAN et al., 2013; BIAN et al., 2014), no
aprimoramento da cicatrizagdo de feridas (ZHANG et al., 2015), reduzindo a lesao
renal (BRUNO et al., 2012) mediando a regeneracdo hepética (TAN et al., 2014) e
estimulando a plasticidade neural apos o acidente vascular cerebral (XIN et al., 2012).

As VEs podem desempenhar também um importante papel como

biomarcadores, principalmente pelo fato de os marcadores de cancer atuais estarem
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atrelados a muitos problemas como falso negativo, falso positivo e a falta de
especificacao tumoral (PERKINS et al., 2003). Além disso a biopsia de um tumor € um
método invasivo e em muitos casos, prejudicial ao paciente. J& os miRNAs
extracelulares presentes nas VEs podem ser detectados em qualquer fluido corporal
(THIND; WILSON, 2016). Ainda segundo Koga et al. (2011), 0os ex0osSsomos
proporcionam uma fonte estavel de miRNAs, impedindo sua degradacao, tornando

uma fonte de armazenamento e recuperacao eficiente.
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3.  HIPOTESE

As células-tronco derivadas da membrana amniética canina apresentam
diferencas significativas no padrdo de secrecdo em suas diferentes passagens de
cultivo, portanto os exossomos podem ser considerados como marcadores da

qualidade das células-tronco da membrana amniética canina.

4. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o tamanho e concentracdo de vesiculas extracelulares originadas de
células-tronco da membrana amnidtica canina, e demonstrar uma ligacdo entre as
concentracdes de VEs e a capacidade de crescimento celular em diferentes etapas
do cultivo.

4.1 Objetivos especificos

- Isolar, cultivar e formar um banco de células-tronco de membrana amnidtica
canina.

- Avaliar as concentracdes de VEs pequenas em diferentes passagens de
cultivo de células-tronco da membrana amniotica canina.

- Avaliar o tamanho das VEs em diferentes passagens de cultivo das células-

tronco da membrana amnidtica canina.
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5 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido para o comité de ética animal da instituicdo de
origem (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
— FMVZ/USP) e aprovado sua realizacdo (CEUA n°® 2486170118).

Para melhor compreensdo do experimento, o projeto foi dividido em duas
etapas, sendo a primeira constituida da caracterizagcdo de células-tronco da
membrana amnidtica canina, e a segunda analise das VEs derivadas de membrana

amniodtica canina.

5.1 CARACTERIZACAO DE CELULAS-TRONCO DA MEMBRANA AMNIOTICA
CANINA

5.1.1 Animais

Foram utilizadas aproximadamente doze cadelas prenhas, sem raca definida
(SRD) e saudaveis, as quais foram submetidas a ovariosalpingehisterectomia (OSH).
Para tanto, os pacientes foram submetidos ao seguinte protocolo anestésico:
relaxante muscular (Acepromazina + Meperidina 0,05mg/Kg + 2mg/kg), anestésico
(Propofol 5mg/kg) e anestesia inalatéria (Isoflurano). No pdés-cirargico os animais
receberam terapia antibacteriana (Cefalexina 22-30mg/kg), analgésicos (Tramadol 1-
4mg/kg), anti-inflamatério (Meloxican 0,1 - 0,2mg/kg) e cuidado local (Rifamicina).

5.1.2 Obtencéo dos uteros e caracterizacdo do tempo gestacional

Para melhor padronizacdo dos animais, foram utilizados apenas fetos em
idade gestacional acima de 42 dias (tergo-final), utilizando a metodologia proposta por
Evans; Sack, (1973) e Pieri et al., (2015) por meio da técnica de Crow-Rump (CR) e
analise macroscopica dos embrides.

Os uteros gravidicos obtidos foram transportados em caixas de isopor
contendo gelo reciclado e embalado em sacos plasticos, devidamente fechados.

Apoés a chegada ao laboratério os Gteros e 0os cornos uterinos foram lavados
com solugéo PBS (Phosphate Buffer Solution) 1X com 5% de penicilina/estreptomicina
(Gibco N° 15140-122), para a retirada de muco ou debris celulares. Apos esse
procedimento, os cornos uterinos foram dissecados, incisados e as membranas

extraembrionarias rebatidas até a exposicao e retirada dos fetos. Todo o procedimento
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para o isolamento do feto e cultivo das células germinativas embrionarias caninas

foram realizados em fluxo laminar e sob condicdes estéreis.

5.1.3 Coleta, isolamento e cultivo de membrana amniética canina

Apo6s a concluséo da etapa supradescrita, foram obtidas amostras de tecido
amniético conforme descrito por Park et al., (2012). A membrana amniética foi
separada da placenta de forma mecéanica. O tecido, sob condi¢cbes estéreis, foi
submetido a vérias lavagens consecutivas com PBS suplementado com uma solucao
de penicilina/estreptomicina a 5%. Em seguida, submetido ao processo de maceracéo
mecanica com o auxilio de uma lamina de bisturi até a obtencdo de uma amostra
homogénea.

O material obtido foi submetido a digestao enzimatica por meio da colagenase
tipo | (1-2 mg/ml; C2674-100MG, SIGMA-ALDRICH) e incubacdo em estufa a 38°C,
com umidade relativa de 80% e atmosfera gasosa de 5% de CO2, durante
aproximadamente duas horas. Subsequentemente, as amostras de tecido foram
inativadas com 1 mL de meio DMEM/F12 (Invitrogen, cat. N° 10565-018) e
centrifugadas a 309 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de meio DMEM/F12, suplementado com 15% de soro fetal
bovino (SFB - Invitrogen. cat. N° 12657-029), 1% de aminoacidos ndo-essenciais
(Sigma. cat. N° M-7145), 1% de L-glutamina (Life. cat. N° 25030-081), 1%
penicilina/estreptomicina.

Por ultimo, o conteudo foi transferido para uma garrafa de cultivo de 75 cm?
(Corning REF 430720U) e cultivado em meio DMEM/F12 suplementado conforme
descrito anteriormente, a 38,5°C numa atmosfera de 5% de CO2. A reposi¢ao do meio
foi efetuada a cada 24 horas para a remoc¢do das células ndo aderentes. Para os

cultivos subsequentes foi utilizado o mesmo meio de cultivo.

5.1.4 Repique celular

ApoOs 48 horas de cultivo, as células ndo aderentes foram removidas e 0 meio
substituido. Com 80 a 90% de confluéncia, as células foram removidas com o auxilio
de solucéo de tripsina a 0,25% (Tryple Express, Invitrogen, cat. N° 12604). O meio foi
descartado e adicionado a quantidade de tripsina proporcional ao tamanho do mesmo.
As garrafas com tripsina foram incubadas em estufa a 38,5°C por 10 minutos ou até a

total de adeséo das células observadas ao microscopio invertido (Labomed Modelo
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TCM400). Imediatamente, o conteudo foi transferido para um tubo Falcon (15 mL) e
submetido a centrifugacdo por 5 minutos a 309 g, sendo o sobrenadante descartado.
O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultivo para a contagem celular
e replaqueado em garrafas de cultivo de 75 cm? para retornar ao cultivo sob as

mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

5.1.5 Criopreservagéo

Para criopreservacdo, as ceélulas foram distribuidas em criotubos (2 mL)
contendo meio de congelamento composto por 45% de DMEM/F-12, 45% de soro fetal
bovino e 10% Dimetil-Sulfoxido (DMSO — D4540) (ERCOLIN et al., 2016).

Os criotubos foram levados a -80°C alocados em container de congelamento
lento (Mr. Frosty), que permite a diminui¢do lenta da temperatura em -1°C por minuto
e em 24 h, os criotubos foram transferidos para um tanque com nitrogénio liquido e
permaneceram armazenados para a posterior utilizacao.

Apbs o descongelamento, foi realizado a contagem celular afim de determinar
a viabilidade celular na camara de Neubauer. As células foram posteriormente

analisadas em diferentes testes.

5.1.6 Curva de crescimento

Para a avaliacdo da curva de crescimento foi utilizado o protocolo adaptado
de Vidane et al., (2014) em felinos. Foram plaqueadas células em P1 numa densidade
de 3x10* em placas de Petri (35mm) em triplicata. Apés a confluéncia celular, as
células foram tripsinizadas e contadas.

A contagem foi feita retirando o0 meio e acrescentando 2 mL de tripsina por
aproximadamente 10 minutos em estufa a 38,5°C. ApGs esse processo as solucdes
foram transferidas para um tubo Falcon de 15 mL e acrescentado mais 2 mL de meio
de cultura para inativar a tripsina. Os tubos foram centrifugados por cinco minutos a
303xg. Um pellet foi formado e a solucéo descartada. Foi acrescentado 1 mL de meio
de cultura e o pellet ressuspendido para uma homogenizacdo da amostra.

Foi colocado 10 pL da solu¢cdo em uma Camara de Neubauer para contagem
celular. Foi realizado a contagem dos quatro quadrantes grandes das extremidades,
sendo o total de células vivas multiplicado por 1 (fator de diluicdo) e por 104
(profundidade da camara e correcédo por mL), sendo o resultado dividido por quatro

(numero de quadrantes contados), conforme descrito a sequir.
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Numero total de células contadas x fator de diluicdo x 104

Numero de quadrantes contados

Posteriormente, as células foram replaqueadas na mesma quantidade anterior
(3x10%) em novas placas de Petri de 35 mm. O processo se repetiu até a quinta
passagem, pois hessa o0 humero de células contadas ap0s o repique celular era menor
do que o numero de células plaqueadas.

Apoés estabelecer o padrdo da curva de crescimento foi feito o tempo de
geracdo dessas células (Doubling time), onde o tempo de geracdo das células (Dt)

era igual ao tempo de cultivo (Ct) dividido pelo nimero de células duplicadas (Cd).

Dt=_Ct
Cd

5.1.7 Unidade formadora de colonias (UFC-F)

A capacidade das células-tronco da membrana amnidtica canina em
formarem col6nias foi avaliada segundo o protocolo de Vidane et al., (2014) e Ercolin
et al., (2016).

Em uma placa de cultivo de 100 mm de diametro foram plaqueadas células
em densidades de 1x1023, 1x10* e 1x10° em primeira passagem e incubadas a 38°C
numa atmosfera de 5% de CO2. Foi efetuada a reposicdo do meio de cultivo a cada
quatro dias, durante aproximadamente 13 dias. Apds este periodo as culturas foram
lavadas duas vezes com solucdo tampédo PBS 1X, fixadas em paraformaldeido a 4%
por 30 minutos, lavadas novamente com tampao PBS e coradas com Giemsa 0,1%
por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a Ultima etapa, o numero colbnias

celulares foi observada e contada.

5.1.8 Diferenciacgao in vitro

Para a diferenciacgéo in vitro, foi utilizado um protocolo adaptado de Vidane et
al., (2014). As células de membrana amniética canina foram testadas quanto a sua
capacidade de diferenciacdo em células da linhagem osteogénicas, adipogénica e
condrogénica com a utilizac&do do kit de diferenciagdo StemX Vivo™ da R&D Systems
Inc. (Minneapolis, MN, EUA, CCMO007), de acordo com o protocolo do fabricante. Foi
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utilizado células em terceira passagem (P3) para a diferenciacdo. Os controles

negativos foram realizados sem meio de inducéao.

5.1.8.1 Diferenciacao adipogénica

Para o processo de diferenciacéo adipogénica foi utilizado meio D/MEM F12,
com 5% de SFB, 1% de glutamina e 1% Penicilina/Streptomicina.

Foram utilizadas células da MAC em terceira passagem, plagueadas 10x104
células por poco em uma placa de oito pogos, e cultivadas com o meio descrito acima.
O meio foi trocado a cada 48 horas durante sete dias, periodo o qual as células
apresentaram confluéncia de 90%. ApOs esse processo foi acrescentado meio base
osteogénico/adipogénico (StemXvivo™ Human/Mouse Osteogenic/Adipogenic
CCMO007) com 1% de penicilina/streptomicina e trocado a cada 4 dias. Apés 14 dias o
meio base foi removido e os pocos foram lavados com solucdo PBS 1X, duas vezes
durante cinco minutos cada. Em seguida as células foram fixadas em paraformaldeido
a 4% durante 30 minutos. Apos esse processo foram novamente lavadas com PBS
1X, trés vezes durante cinco minutos cada. Foi utilizado o Sudan Black durante 15
minutos no escuro e finalizado com trés lavagens consecutivas de cinco minutos cada
de PBS 1X.

5.1.8.2 Diferenciacao osteogénica

Para a diferenciacdo osteogénica foram plagueadas 3x10° células (P2) em
quatro pocos de uma placa de 24 pocos. Foi acrescentado meio de cultivo DMEM,
como o descrito anteriormente para cultivo até que elas obtivessem 80% de
confluéncia. Posteriormente trés pogos foram cultivados com meio diferenciador
osteogénico (6,75mL de Osteocyte/Chondrocyte StemPro differentiation basal
médium + 750uL de osteogenesis supplement + 50uL de gentamicina), e o outro com
0 mesmo meio DMEM para cultivo celular sendo o grupo controle. O cultivo aconteceu
durante 21 dias e 0os meios trocados a cada quatro dias. Apos 0 término, 0S pogos
foram lavados com solucdo PBS 1X e fixadas em paraformaldeido a 4% durante 30
minutos. As células foram lavadas duas vezes em 4gua destilada e os pogos cobertos
por Alizarin Red por trés minutos. Ao final as células foram lavadas novamente com

agua destilada por trés vezes.

5.1.8.3 Diferenciacdo condrogénica
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Para a diferenciacdo condrogénica foram plagqueadas 8x10* células (P2) em
quatro pocos de uma placa de 24 pocos. As celulas foram plagueadas em gotas e
posteriormente colocadas em estufa por duas horas para sua secagem.
Posteriormente foram adicionados 300uL de meio diferenciador condrogénico
(5,67mL de Osteocyte/Chondrocyte StemPro differentiation basal médium + 630uL de
Chondrogenesis suplement + 50uL de gentamicina) preparado anteriormente em trés
pocos e no outro foi adicionado meio DMEM como descrito anteriormente para cultivo,
sendo o grupo controle. As células foram cultivadas por 14 dias e o meio trocado a
cada dois dias. Ao final desse procedo o meio foi removido, lavado em solugédo PBS
1X e fixado em solucéo paraformaldeido 4% por 30 minutos. As células foram lavadas
novamente com solugéo PBS 1X e os po¢os cobertos por Alcian Blue por 30 minutos.

Ao final as células foram lavadas novamente por trés vezes em agua destilada.

5.1.9 Citometria de fluxo

O protocolo de citometria de fluxo foi adaptado de Vidane et al., (2014); Ercolin
et al., (2016) e Cardoso et al., (2016). As células foram distribuidas em microtubos
com a adi¢édo de 50 pL de PBS com 10% de soro sanguineo de coelho por 20 minutos.
Apos este periodo, foi adicionado o anticorpo primario por 20 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram centrifugadas e adicionado o anticorpo
secundario por 20 minutos. Transcorrido o periodo, as células foram lavadas e
centrifugadas. O conteudo foi distribuido em tubos tipo Falcon especificos e
analisadas em citdbmetro de fluxo utilizando um FACSCAria Cell Sorter software
V.6.1.2 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Os filtros que foram utilizados nos
equipamentos acima foram ajustados para a luz de emisséo para o fluorocromo FITC
(525 nm). A descrig&o dos anticorpos que foram utilizados nesta etapa encontra-se na
tabela 1.



25

Tabela 1 — Descricdo e especificacdo dos anticorpos primarios e secundarios utilizados para a
caracterizagdo de marcadores mesenquimais e hematopoiéticos em células-tronco de
membrana amnidtica canina.

. . . . ] Especificidade/R
Anticorpo Antigeno Empresa Cddigo Espécie Mono/poli o
eatividade
Mouse, Rat,
CD105 1gG2b Abcam 156756 Mouse Mono Dog, Human,
Monkey
o 12-0340-
CD34 1gG1 eBioscience 1 Mouse Mono Dog
o 12-5900-
CD90 1gG2b eBioscience 1 Rat Mono Dog
o 11-5450-
CD45 1gG2b eBioscience 1 Rat Mono Dog
CD14 IgG2a BioLegend 301803 Mouse Mono Human
Goat mouse  Anti-lgG Dako F0479 Mouse Poli Mouse

5.2 EXPERIMENTO 2 - ANALISE DAS VESICULAS EXTRACELULARES
DERIVADAS DE CELULAS-TRONCO DA MEMBRANA AMNIOTICA CANINA

5.2.1 Isolamento de vesiculas extracelulares

Para isolar as VEs de células amnidticas caninas anteriormente cultivadas,
foram utilizadas etapas de centrifugacéo diferencial e ultracentrifugacéo, usando o
meio de cultivo das mesmas. O protocolo de isolamento foi adaptado de Connolly et
al., (2015) e Zhao et al., (2017).

Quando as células em cultivo atingiram 80% de confluéncia na passagem PO,
P1 e P2, o meio de cultivo era entdo trocado por outro meio livre de VEs, o qual havia
sido anteriormente centrifugacdo (119700g por 14 horas), 0 novo meio permaneceu
junto as células por 48 horas e posteriormente retirado e analisado.

Os meios foram submetidas a centrifugagcdes consecutivas, sendo a primeira
por 300 g durante 10 min, onde apdés o processo o pellet contendo células foi
descartado e o sobrenadante centrifugado novamente a 2.000 g durante 10 minutos,
o pellet contendo debris celulares foi novamente descartado e o0 sobrenadante
contendo VEs foi centrifugado a 16.500 g durante 30 min, ambas a temperatura de
4°C (Gyrozen, 1730R). O sobrenadante contendo VEs pequenas foram armazenados

em freezer a -80°C para posterior analise.
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Apés o descongelamento em temperatura ambiente do sobrenadante
congelado anteriormente, foram submetidas a uma passagem em filtro de seringa de
0,22um (KASVI K18-230) para tubos e pesadas para manter a mesma massa, devido
a alta sensibilidade da ultracentrifuga (Optima XE-90 Ultracentrifuge). As amostras
foram submetidas a uma rotacdo de 119700 g por 1:10 horas a 4°C. Em seguida o
sobrenadante foi retirado e ressuspendido 2 mL de PBS e centrifugado novamente
nas mesmas condi¢cdes. Ao final da segunda centrifugacdo as VEs foram
ressuspendidas em 20uL de PBS para posterior analise.

5.2.2 Caracterizacdo das VEs por Nanosight

O Nanosight foi utilizado para analise do tamanho e concentragdo das
vesiculas extracelulares que foram anteriormente isoladas do meio de cultivo das
células-tronco. Foi coletado o meio de células em cultivo em PO, P1 e P2, ambas
contendo a mesma quantidade de células, a fim de se comparar suas concentracdes
de VEs pequenas.

Para caracterizacdo das VEs foi utilizado o Nanosight (NS300, NTA 3.1 Build
3.1.45; Malvern), que é um equipamento usado para analise de nanoparticulas. Foi
utilizado seguindo protocolos de outros estudiosos (HUNG; LEONARD, 2016). Os
videos foram feitos com a camera (sCMOS) no nivel 14 a 37,0 °C, calibrando com 100
nm de beads para garantir a acuracia do equipamento. As VEs foram diluidas em PBS
(1:100) e colocadas no nanosight (500uL), para a fotodocumentacdo. Foram feitos 5

videos de 30 segundos cada e considerados o threshold 5 para analise dos dados.

5.2.3 Western Blotting

O Westerns Blotting foi realizado para caracterizagdo de VEs com marcacgao
de anticorpos especificos para exossomos. O meio contendo as VES pequenas
armazenado anteriormente foi descongelado.

As VEs pequenas foram isoladas e ressuspendidas em RIPA (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, EUA), assim como as células-tronco de onde foram derivadas para
o controle, foi utilizado o protocolo de acordo com o fabricante. As amostras foram
transferidas para o gel contendo 12% de poliacrilamida SDS-PAGE (Bio-Rad,
Hercules, California, USA). Por um periodo de 2:30 horas, as amostras correram em
100 volts e depois o gel colocado junto com a membrana de nitrocelulose (Biotrace

NT, Pall Life Sciences, Pensacolla, Florida, USA), e transferidas por 120 minutos a 80
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volts imido. Apos o procedimento, a membrana foi incubada em solucéo de bloqueio
contendo 5% de BSA com solucdo tampéo salina tris com Tween 20 por uma hora.
Posteriormente o anticorpo primério rabbit polyclonal anti-Alix (0,5 pg/mL, N-20: SC-
49267, Santa Cruz Biotechnology), o ACTB (0,5 pg/mL, SC-15363, Santa Cruz
Biotechnology) e o Citocromo C (C-20: SC-8385, Santa Cruz Biotechnology) foram
adicionados e incubados por pelo menos 12 horas a 4°C. Em seguida a membrana foi
lavada trés vezes por cinco minutos em solugéo tampao salina tris a 0,1% Tween 20,
seguido por incubacao de uma hora com o anticorpo secundério Anti-rabbit IgG (HRP-
linked Antibody 7074S) para Alix e Donkey anti-goat (IgG-HRP SC-2020) para
Citocromo C. Posteriormente iniciou-se trés lavagens das membranas com cinco
minutos cada com 1X de tampao salina tris a 0,1% e acrescentou-se o ECL Plus Prime
Western Blotting Detection System Solution (Amersham, Buckinghamshire, UK) para
posterior revelacdo e captura da imagem das bandas pelo ChemiDoc MP Image
System (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, USA).

5.2.4 Analise Estatistica

As analises de quantificacao e tamanho das VEs, foram analisadas pelo teste
paramétrico de comparacao das variancias (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste comparativo de Tukey. O nivel de significancia considerado em todos os testes

foi p £ 0,05. Todas as analises foram realizadas no programa JMP 7.
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6 RESULTADOS

6.1 OBTENQAO DOS UTEROS E CARACTERIZAQAO DO TEMPO GESTACIONAL
A utilizacdo dos uteros gravidicos de cadelas submetidas a OSH, se mostrou

eficiente para a obtencédo da MAC (Figura 1).

Figura 1 - Feto canino com idade aproximada de 45 dias.

Legenda: Feto apresentando desenvolvimento de membros, digitos, vesicula optica e abdomem
aumentado.
Fonte: Prépria autoria.

O material foi cuidadosamente coletado e dissecado com o auxilio de um
instrumental cirargico delicado, até que restasse apenas o feto envolvido pela MAC.
A membrana amnid6tica foi retirada, dando preferéncia pela utilizacdo da cobertura
dorsal do feto, evitando o contato com células hematopoiéticas do corddo umbilical
(Figura 2).

A limpeza do material com solugdo PBS e suplementado com
penicilina/estreptomicina a 5% se mostrou eficiente, evitando assim, contaminagdes
durante as etapas seguintes. O uso da colagenase tipo | apresentou um tempo
variavel de duas a trés horas para digerir a MAC, sendo necessario a homogenizacéo

da amostra a cada 30 minutos para melhoria do processo.
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Figura 2 — Coleta de membrana amnidtica canina.

Legenda: Em A, feto canino apo6s a retirada do corno uterino. Em B, membrana amniética canina sendo
limpa em diferentes placas contendo PBS com 5% de penicilina/estreptomicina. Em C, membrana
amniédtica canina sendo macerada com auxilio de lamina de bisturi. (MC) membrana corioalantdide,
(CP) cinta placentéria, (HM) hematoma marginal, (seta branca) membrana amniética.

Fonte: Prépria autoria.

6.2 REPIQUE CELULAR

Apbs o processo de maceracdo e digestdo enzimatica as células foram
cultivadas em condi¢cbes controladas descritas anteriormente, e 0 seu crescimento
verificado a cada 24 horas. Quando as células apresentavam 80% de confluéncia,
foram tripsinizadas e cultivadas novamente em diversas passagens para sua

expansao e conservagao para um banco de células da MAC (Figura 3).
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Figura 3. Fotomicrografia da morfologia das células derivadas da MAC

Legenda — Em A, células ainda em PO, apds 48 horas de cultivo celular, as células apresentavam
aderéncia ao plastico da garrafa de cultivo e com aspecto fibroblastéide. Em B, apds sua passagem
para P1 com alta intensidade e prontas para serem tripsinizadas novamente.

Fonte: Prépria autoria.

6.3 CRIOPRESERVAQAO E VIABILIDADE CELULAR

ApOs o processo de criopreservacao, as células foram observadas quanto sua
viabilidade. O cultivo dessas células se mostrou lento apés o processo de
criopreservacdo. As células apresentaram alta viabilidade celular p6és-congelamento,
proxima aos 90%.

Tabela 2 — Porcentagem de células vidveis apds o processo de criopreservacao

Quantidade de células _
% Mortas % Vivas
plaqueadas

4x10* 10,75% 89,25%

Fonte: Prépria autoria.

6.4 CURVA DE CRESCIMENTO

O padréo de curva de crescimento foi possivel ser estabelecido até a quinta
passagem, devido ao niumero de células contadas ao final ser menor do que o nimero
de células plaqueadas. Em segunda passagem (P2) foi possivel notar um pico de
crescimento e uma reducédo gradativa da proliferacdo até a quinta passagem (Figura

4). No Doubling time foi possivel observar um aumento consideravel no nimero de
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dias necessarios para a duplicacdo celular, ou seja, existe um declinio gradativo

conforme o nimero de passagens aumentam (Figura 5).

Figura 4. Gréafico mostrando a curva de crescimento das células-tronco derivadas da membrana
amnidtica canina.
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Figura 5. Grafico mostrando o Doubling time das células-tronco derivadas da membrana amniética

canina. Observar que em quinta passagem (P5) as células entraram em apoptose celular.
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6.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FORMAGAO DE COLONIAS (UFC-F)

Foi realizada a UFC-F e estabelecido uma densidade de 1x104, apresentando
formacdo de coldnias apds o periodo de 13 dias. ApGs a coloracdo, foi possivel
observar células aglomeradas e de coloracao roxa (Figura 6).

Figura 6 — Placa com formacé&o de colbdnias.

Legenda — Teste de Unidade Formadora de Coldnia (UFC-F) de células da membrana amnidtica canina
com Giemsa. Em A, placa com UFC-F. Em B, fotomicrografia de UFC-F em aumento de 4x (Barra:
1000um).

Fonte: Prépria autoria.

6.6 DIFERENCIACAO IN VITRO
As células de MAC foram submetidas e avaliadas quanto a sua capacidade

de diferenciacdo em linhagem adipogénica, condrogénica e osteogénica.

6.6.1 Diferenciacédo Adipogénica

Apoés a diferenciacdo adipogénica foi possivel notar o aparecimento de
inmeros vacuolos de gordura, e conforme o cultivo aumentava os vacuolos também
se multiplicavam. Com a coloracao de Sudan Black foi possivel notar os vacuolos em

cor preta (Figura 7).
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Figura 7 — Diferenciacé@o adipogénica.

Legenda — Fotomicrografia das células de MAC pos processo de diferenciagdo em meio adipogénico.
Observar a presenca dos vacuolos (seta branca) ao redor das células. Coradas com Sudan Black.
Aumento de 40X (Barra: 400um).

Fonte: Prépria autoria.

6.6.2 DIFERENCIACAO CONDROGENICA
Foi possivel observar na diferenciagdo condrogénica das células da MAC, a

marcacao em azul de colageno (Figura 8).
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Figura 8 — Diferenciacdo condrogénica.

Legenda — Fotomicrografia das células de MAC p6s processo de diferenciagdo em meio condrogénico
coradas com Alcian Blue. Aumento de 20X (Barra: 200um).
Fonte: Prépria autoria.

6.6.3 DIFERENCIACAO OSTEOGENICA
As células da MAC foram cultivadas em meio diferenciador osteogénico. Foi
possivel observar a deposi¢cdo de material mineral amorfo extracelular, corando toda

a placa de vermelho (Figura 9)
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Figura 9 — Diferenciac@o osteogénica.

Legenda — Fotomicrografia das células de MAC pés processo de diferenciagdo em meio osteogénico
coradas com Alizarim red. Aumento de 20X (Barra: 200um).
Fonte: Prépria autoria.

6.7 CITOMETRIA DE FLUXO

A analise da citometria de fluxo mostrou que as células mesenquimais
derivadas da MAC, apresentaram marcacao positiva para CD90 (62,6%) e CD105
(89,5%). A marcacédo negativa ficou restrita aos marcadores hematopoiéticos CD34
(5,2%) e CDA45 (3,1%) (Figura 10).



Figura 10 — Andlise da citometria de fluxo da expressédo dos marcadores de superficie.
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Legenda — As linhagens CD90 e CD105 responderam positivamente a marcagdo. e os marcadores
hematopoiéticos CD34 e CD45 apresentaram marcagdo negativa.
Fonte: Prépria autoria.

6.8 ISOLAMENTO DAS VEs

As amostras de meio de cultivo passaram por processos seguidos de
centrifugacéo, como descrito anteriormente. As amostras permaneceram em freezer -
80°C até o seu descongelamento para o processo de ultracentrifugacéo, Nanosight e
Western Blotting.

6.9 CARACTERIZACAO DAS VEs POR NANOSIGHT

Foram observadas um total de nove amostras, contidas em placas de cultivo
de seis pocos, de células-tronco da membrana amnidtica canina em passagens PO,
Ple P2.

As particulas observadas no Nanosight possuiram o tamanho esperado para
serem classificadas como vesiculas extracelulares pequenas (exossomos), PO
132nm, P1 130nm e P2 120nm (figura 11).
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Em relacdo a concentracéo foi possivel observar que a concentracédo de VEs

foi maior na passagem PO do que quando comparado as passagens P1 e P2.

Figura 11 — Gréfico de tamanho de VEs derivados de MAC.

Size (nm)

6.10 Western Blotting

Apdés a analise do Western Blotting para anticorpos especificos de
exossomos, foi constatado a presenca das proteinas ALIX e ACTB, comprovando que
as particulas isoladas do cultivo de células-tronco da membrana amniotica canina sao
exossomos. As células da MAC também passaram por andlise e marcaram positivo

para Citocromo (Figura 12).
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Figura 12 — Andlise de Western Blotting.
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Legenda — Observar marcacdo positiva para Alix e ACTB em exossomos derivados de MAC. O
Citocromo mostrou marcacao positiva apenas para as células em diferentes concentragées.
Fonte: Prépria autoria.

6.11 Andlise estatistica do tamanho e concentracao das VEs

As particulas anteriormente isoladas possuiram o tamanho esperado para as
VEs pequenas (exossomos) em todas as trés fases de cultivo analisadas (PO a P2),
sendo P0=132nm, P1=130nm e P2=120nm (Figura 13).

Figura 13 — Gréfico mostrando a média de tamanho encontrada em VEs derivadas de MAC em

passagens PO a P2.
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Legenda — Observar que em todas as passagens medidas (PO a P2) o tamanho das VEs derivadas de
MAC apresenta o mesmo padréo.
Fonte: Prépria autoria.

A concentracao de VEs se mostrou diferente durante a comparacéo, sendo a
fase PO a qual apresentou o maior numero de VEs quando comparado as outras

passagens (P1 e P2) (Figura 14).

Figura 14 — Gréafico mostrando a média de concentracdo encontrada em VEs derivadas de MAC em

passagens PO a P2.
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Legenda — Observar que as células em PO demostraram um efeito de secre¢cdo muito maior de VEs
pequenas quando comparadas as mesmas células em P1 e P2.
Fonte: Prépria autoria.
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7 DISCUSSAO

A utilizacdo de células-tronco mesenquimais de tecidos adultos para fins de
pesquisa esta sendo amplamente utilizado, devido ao seu auto potencial de
proliferacdo. Com o aumento da idade e do aparecimento de doencas congénitas em
cées, o estudo dessas células vem crescendo cada dia mais e consequentemente a
busca por respostas sobre a sua biologia e funcado também, podendo inclusive ajudar
na elucidacdo de questdes relacionadas as essas mesmas ceélulas de humanos
(RUSSELL et al., 2016).

A MAC, fonte de pesquisa desse projeto, € um tecido que faz parte do anexo
fetal, e que € descartado como lixo biolégico apos o parto, portanto sua coleta ndo é
invasiva, o que torna a coleta deste tecido uma fonte de CTM eticamente aceita.

Neste trabalho, foi estabelecido o cultivo e caracterizagdo da MAC em tergo
final de gestacédo (45-63 dias), utilizando uma metodologia para caracterizacao fetal
baseada em Evans; Sack, (1973) e Pieri et al., (2015) por meio da técnica de Crow-
Rump (CR) e analise macroscopica dos embrides. A metodologia de cultivo e
caracterizagao foi baseada no trabalho de Lange-Consiglio et al., (2012) o qual
cultivaram membrana amniotica equina, Vidane et al., (2014) no cultivo de membrana
amniética felina e no trabalho de Park et al., (2012) com membrana amnidtica canina.

A coleta da MAC foi realizada em condi¢des estéreis, incisionando com o
auxilio de uma lamina de bisturi os cornos uterinos até a exposi¢cao dos fetos. A MAC
foi separada mecanicamente do corio e passada por seguidas lavagens em solucéo
de penicilina/estreptomicina a 5%. Em seguida foi macerada com o auxilio de laminas
de bisturi até apresentar-se de forma homogénea e pastosa. Deu-se inicio a digestao
quimica para conclusdo da primeira etapa. Apos a digestdo quimica as células foram
plagueadas juntamente com meio de cultura basal onde permaneceram até 0s
processos de replicacéo.

Os protocolos adaptados de Park et al., (2012); Vidane et al., (2014) e
Cardoso et al., (2016) utilizados para extracao das células utilizadas nesse trabalho
se mostrou eficiente. Todavia, a obtencdo do tecido nem sempre é uniforme e
constante, devido a dependéncia da disponibilidade de cadelas prenhes.

As células da MAC apresentaram-se proliferativas e de rapido crescimento,
em formato fibroblastoide, corroborando os resultados de Lange-Consiglio et al.
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(2012) e em equinos, Park et al. (2012) e Saulnier et al. (2016) em MAC e Vidane et
al. (2014) em membrana amnidtica felina, que mostraram que o0s cultivos da
membrana amnidtica apresentavam células em formato fibroblastéide e de rapido
crescimento quando em cultivo primario.

A morfologia fibroblastéide e a aderéncia ao plastico, observada durante todo
0 cultivo das células da MAC, constitui uma caracteristica das CTM, assim como
descrito anteriormente por Dominici et al. (2006); Filioli Uranio et al. (2011); Park et al.
(2012); Saulnier et al. (2016); Cardoso et al. (2016) e Borghesi et al. (2017).

Para a formacao de um banco de CTM da MAC ser possivel as células foram
testadas apOs 0 processo de criopreservacao para comprovar a viabilidade celular.
Devido a grande porcentagem de células vivas (aproximadamente 90%), a formacao
do banco de células criopreservadas tornou-se possivel para utilizagdo em futuras
pesquisas. Essa mesma capacidade de viabilidade celular foi descrita anteriormente
por Lange-Consiglio et al. (2012) e Park et al. (2012) em células da MAC e Borghesi
et al. (2017) em células da membrana amniética de coelhos.

A curva de crescimento foi analisada e observada um rapido crescimento
celular durante as primeiras passagens (PO a P2), tendo seu pico de crescimento em
P2 e posterior declinio nas proximas passagens. Esses resultados corroboram os
achados de Vidane et al. (2014) na utilizacdo das mesmas células de gatos e de Filioli
Uranio et al. (2011) em caes. Porém nossos resultados foram diferentes quando
comparados ao de Park et al. (2012) em seu trabalho com as mesmas células caninas,
gue relatou um crescimento constante até a vigésima passagem. No Double time, as
células de MAC mostraram-se em crescente aumento do numero de dias para
duplicacdo celular, chegando a senescéncia em quinta passagem, quando nao se
mostrou mais viavel, ou seja, a medida em que o niumero de passagens de cultivo
aumentam, as células perdem sua capacidade de proliferacdo, compartilhando dos
mesmos resultados de Filioli Uranio et al. (2011) em cées e Vidane et al. (2014) em
gatos.

A avaliacdo da capacidade de formacao de colénias (UFC-F) foi realizado,
mostrando uma grande quantidade de UFC-F e com numero variados de células, o
que favorece sua aplicagdo em terapias clinicas (NARDI; MEIRELLES, 2006).

As células da MAC foram testadas quanto a sua capacidade de diferenciacao
celular em linhagem adipogénica, condrogénica e osteogénica, que também é um dos
testes utilizados para classifica-las em CTM (DOMINICI et al., 2006; FILIOLI URANIO
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et al., 2011; WENCESLAU et al., 2011; PARK et al., 2012; SAULNIER et al., 2016;
CARDOSO et al., 2016; BORGHESI et al., 2017).

Na analise de citometria de fluxo, as células demonstraram marcacao positiva
para marcadores mesenquimais (CD90 e CD105) e n&o expressaram os marcadores
hematopoiéticos (CD45 e CD34), confirmando assim um dos fatores impostos por
Dlominici et al. (2006) para caracterizar uma célula-tronco como mesenquimal.
Nossos resultados corroboram os de outros trabalhos com MAC (LANGE-CONSIGLIO
et al., 2012; PARK et al., 2012; CARDOSO et al., 2016), em coelhos (BORGHESI et
al., 2017) e em membrana amniética humana Yamahara et al. (2014), porém com
membrana amnidtica felina Vidane et al. (2014) relatou baixa expressdo para
marcadores CD105.

Nesse estudo além da caracterizacdo de células-tronco da membrana
amnidtica canina, também foram avaliados os tamanhos e concentracdes das
vesiculas extracelulares secretadas dessas células.

O protocolo de isolamento se mostrou eficiente, tendo no final as VEs
analisadas pelo Nanosight com o tamanho esperado (até 150nm). Foi obtido o mesmo
sucesso com esse protocolo no trabalho de Connolly et al., (2015) ao extrair VEs de
adipécitos humanos e com Zhao et al., (2017) que em seu trabalho extraiu VEs de
membrana amniotica humana.

Na caracterizacao por Nanosight foi possivel notar que as VEs em diferentes
passagens analisadas (PO a P2), ndo obtiveram diferencas significativas em relacao
aos seus tamanhos quando comparadas entre si (P0=132nm, P1=130nm e
P2=120nm). O mesmo resultado também foi possivel ser identificado no trabalho de
Connolly et al., (2015), com VEs derivadas de adip6citos humanos, que comparou a
secrecao de VEs pelas células no dia zero e no dia quinze de cultivo.

O tamanho encontrado pelas vesiculas extracelulares nas diferentes fases de
cultivo, sugere que elas sejam exossomos, pois possuem o tamanho esperado de até
250nm (ZHANG et al., 2015; THERY et al., 2018)

Ao analisar a concentracdo, também por Nanosight foi possivel observar que
as VEs se apresentaram em maior concentracdo na passagem PO do que quando
comparadas a P1 e P2. O mesmo resultado foi possivel ser observado por Connolly
et al., (2015) que analisou a concentracao de VEs derivadas de adipocitos humanos
as quais demonstraram que a producao de VEs por célula, foi maior no dia zero de

cultivo quando comparado ao dia quinze.
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O fato da producéo de VEs ser maior em fases iniciais pode ser devido ao
papel das VEs como comunicadoras intercelulares e que com a chegada do processo
de senescéncia, ou seja, quando sua capacidade de se multiplicar chega ao fim, a
capacidade de producédo das VEs também diminui. Pode-se sugerir que o processo
de passagem celular, afeta significativamente a capacidade de comunicagao
intercelular, o que pode ser a resposta para queda brusca na curva de crescimento

apos a segunda passagem (P2).
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8 CONCLUSOES

As coletas e isolamento de células-tronco derivadas da membrana amniética
canina foram realizadas. Além das células utilizadas para a realizacdo desse
experimento, foi criado um banco de células criopreservadas em primeira, segunda e
terceira passagem. As células poderdo ser utilizadas para tratamentos clinicos e
futuros experimentos.

A caracterizacdo celular foi realizada e obtido resultados caracteristicos de
células-tronco mesenquimais, como o formato fibroblastdide, a aderéncia ao plastico,
alta viabilidade celular em passagens iniciais, a presenca e formacdo de UFC-F,
diferenciacdo in vitro nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica,
marcagado positiva para marcadores mesenquimais (CD90 e CD105) e baixa
expressao para marcadores hematopoiéticos (CD45 e CD34).

O protocolo de isolamento de VEs pequenas obteve sucesso ao isolar apenas
as vesiculas extracelulares pequenas (exossomos). A grande quantidade de
particulas pequenas no nanosight sugere uma alta secrecao de exossomos por parte
das células-tronco derivadas da membrana amniética canina durante o cultivo.

A quantidade maior de exossomos presentes na passagem zero, quando
comparada as passagens um e dois, sugere que a comunicacao celular nesta fase é
maior.

A caracterizac@o por western blotting em conjunto com a anélise de tamanho
pelo nanosight nos confirma que as particulas sdo exossomos.

Devido a auséncia de estudos relacionando as VEs pequenas de células-tronco
da membrana amnidtica canina, fomos o primeiro grupo a concluir que a grande
concentracdo delas pode ser um fator chave para a resposta positiva a terapias

clinicas utilizando células-tronco.
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