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Introducéo

A potencialidade das células-tronco tem sido subdividida em pelo menos trés categorias:
células totipotentes, que contém informacao genética necessaria para criar todas as células do corpo,
inclusive a placenta e anexos embrionarios); células pluripotentes, as quais podem dar origem a
qualquer tipo de células, exceto a placenta e anexos embrionarios; células multipotentes, capazes de
originar a varios tipos celulares, mas com maior limitacdo; e as células unipotentes que originam
apenas um tipo de célula (JIANG et al., 2002).

A presente proposta langada traz consigo a possibilidade de viabilizagdo de protocolos para
extragdo, expansdo e diferenciacdo de células-tronco mesenquimais (CTM) obtidas a partir de
aspirados de medula 6ssea de caprinos sadios. Aliado a isso, h& a oportunidade de formagéo de um
banco de células que, apds sua adequada caracterizagdo, poderdo ser avaliadas quanto ao efeito
terapéutico na recuperacéo de lesbes em modelos animais, para aquisi¢cao de resultados que possam

ser projetados para uso futuro em humanos e sua consequente transferéncia de tecnologia.

MATERIAL E METODO

Animais

Foram utilizados 20 caprinos nativos, de ambos os sexos, entre 1,0 e 1,5 anos de idade,
previamente vermifugados com albendazol na dose de 5mg/Kg, via oral, ap6s constatado o seu
estado de higidez dos animais, por meio de exames semiol6gicos e laboratoriais. Os animais foram
provenientes de propriedades localizadas proximas ao Campus Professora Cinobelina Elvas da
Universidade Federal do Piaui, implantado em 2006, no municipio de Bom Jesus — Piaui, onde o

proponente é professor vinculado ao curso de Medicina Veterinaria.



Obtencao de células-tronco mesenquimais da medula dssea de caprinos

Os animais foram previamente sedados utilizando-se acepromazina 1% na dose de 0,1
mg/kg/IM e anestesia epidural com lidocaina 2% na dose 7 mg/kg. O contetdo medular foi obtido por
meio de aspirado de 3 a 7 mL da crista iliaca. O aspirado foi lavado em meio DMEM — Low Glicose
contendo penicilina-estreptomicina a 1% e centrifugado a 2000 rpm durante 25 minutos. O precipitado
celular foi entdo ressuspendido em meio de cultura contendo soro fetal bovino a 10% e transferido
para placas de 06 pogos e cultivadas em estufa contendo atmosfera de CO»-5% a 37°C até sua
confluéncia atingir 70 a 80%.

Inducao da Diferenciacao Celular in vitro

Para este procedimento, as células previamente cultivadas foram plaqueadas em placas de
seis pogos em uma densidade inicial de 10* em cada pog¢o, como meio de cultura basal (mesmo meio
utilizado para o cultivo dessas células). As células plaqueadas permaneceram na estufa “overnight”.
Observou-se a expansao celular até que estas cheguem a 70% de confluéncia. Apds esse momento,
realizou-se a troca do meio de cultura para a indugao das diferenciagbes: osteogénica e adipogénica.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo celular

O protocolo utilizado produziu um aspirado de células da ordem de 9 mL de medula éssea,
proveniente da crista da tibia. A crista iliaca é a regido mais comumente empregada na coleta de
medula dssea na maioria das espécies (ITO et al., 2004). Entretanto, o aspirado de medula de cutias,
a partir da crista iliaca, ndo propicia volume celular que permita ser expandido em cultura. De fato,
Friedenstein et al. (1976) relatam uma pequena populacdo de MSCs na medula éssea (1:10.000
células nucleadas).

A concentrag3o inicialmente plaqueada (4,6 x 10° cel/mL) proporcionou uma populagdo de
células aderentes ao plastico e de caracteristica fibroblastdide observada, juntamente a células em
suspensdo 24 horas apods o inicio do cultivo, como também descrito por Meuleman et al. (2006) para
humana.

A morfologia celular de aspecto fibroblastdide, com tendéncia a formagdo de colonias e alta
capacidade de divisdo foi obtida aos oito dias de cultivo mostrou-se semelhante as descri¢des feitas
por Friedenstein, (1976) para linhagens ndao-hematopoéticas do estroma medular, formadoras de
col6nias unidade de fibroblastos (CFU-F) de alta plasticidade para dar origem a multiplos tecidos,
como 0sso, cartilagem, adipdcitos e fibroblastos.

A viabilidade observada (99,01%) possibilitou a manutengdo em cultivo por 15 passagens. A
semelhanca disso, ensaios realizados por Meirelles e Nardi (2008) determinaram a viabilidade em
cultura de MSCs isoladas da medula dssea de ratos durante 50 passagens.

Indugdo da Diferenciacao Celular in vitro

A populagéo de MSCs isoladas da medula 6ssea de caprinos demonstrou comprometimento

com a linhagem celular osteogénica e adipogénica. Resultados semelhantes também foram descritos



por TROPEL et al. (2004) ao avaliar culturas de células da medula éssea de ratos, expandidas em
cultivo e induzidas a diferenciacdo. O protocolo de diferenciacdo empregados no ensaio realizado
mostrou resultados compativeis aos relatado por CHIU et al. (2011) quando demonstraram a
presenca de células densamente marcadas por Alizarin Red, a intensa producdo de matriz
extracelular, assim como a presenca de grénulos lipidicos em células com morfologia cuboide,
marcadas por Oil Red, trés semanas apds iniciada a diferenciacéao celular. Corroborando aos nossos
achados, Ito et al. (2004) observaram células com goticulas de lipidios intracitoplasmaticas duas a
trés semanas, quando as células eram cultivadas em meio de cultura enriquecido com dexametasona
e insulina.
CONCLUSOES

O ensaio experimental realizado demonstrou a plasticidade dos progenitores celulares obtidos
a partir de aspirados da medula 6ssea de caprinos nativos do Estado do Piaui. A expressao de
marcadores de indiferenciacdo celular, caracteristicos de células-tronco embrionarias, tais como
OCT-3/4, Nanog, ou ainda, marcadores de proliferagdo celular (PCNA) e de células mesenquimais
(Vimentina e Ck-pan), associada as caracteristicas morfolégicas e de crescimento em cultura, nos
permitem sugerir a existéncia de uma populacdo de MSC na medula éssea dos caprinos estudados,

cujo potencial poder explorado futuramente em estudos pré-clinicos.

Palavras Chave: Células-tronco mesenquimais, terapia celular, Modelo caprino.
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