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Introducéo

A plasticidade das células-tronco foi evidenciada por meio de vérios estudos com células
mioblasticas esqueléticas, células da medula 6ssea, além de células hematopoiéticas em infarto.
Estas células tém sido induzidas a diferenciacdo em cardiomiécitos e em células endoteliais
contribuindo para a angiogénese, e isto tem sido demonstrado em modelos animais (ABBOTT &
GIORDANO, 2003).

A presente proposta langada traz consigo a possibilidade de viabilizagdo de protocolos para
extragao, expansao, caracterizacdo e caracterizagdo de células-tronco mesenquimais (CTM) obtidas
a partir de aspirados de medula 6ssea de caprinos sadios. Aliado a isso, ha a oportunidade de
formagédo de um banco de células que, apds sua adequada caracterizagao, poderao ser avaliadas
quanto ao efeito terapéutico na recuperacado de lesdes em modelos animais, para aquisicao 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 préximas 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%.

Citometria de Fluxo

As células foram ftripsinizadas em quarta passagem e centrifugacdo 1000rpm/5min e
ressuspendidas em PBS a concentragdo de 1 x 10° células/mL para cada anticorpo utilizado. Estas
foram incubadas no escuro por 45 minutos em temperatura. As células foram entdo lavadas 3 vezes
com PBS e ressuspendidas em 0,20 ml de PBS gelado. Para as amostras incubadas com anticorpos
nao conjugados foi utilizado o anticorpo secundario anti-mouse PE. As amostras foram incubadas por
15 minutos, lavadas 3 vezes com PBS e ressuspendidas em 0,20 ml de PBS gelado.

O citdmetro de fluxo foi calibrado utilizando células ndo marcadas. As células foram
separadas pelo “forward scatter” para eliminar os debris. Para cada amostra, foram contados no
minimo 5000 eventos. Foram analisados os marcadores: OCT-3/4, PCNA, CK-PAN, VIMENTINA,
NANOG.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo celular

Em nossas avaliagbes verificamos a presenca de células aderentes formadoras de matriz de
Friedenstein et al. (1976), quando estabeleceram como principal caracteristica a capacidade de
aderéncia ao plastico, enquanto células em suspensdo eram lavadas 2 a 4 dias apds o inicio da
cultura.

O estabelecimento da cultura primaria foi realizado quando semeada uma concentragéao de
um aspirado 4,6 x 10° cel/mL, o que também foi descrito por Meirelles et al. (2008) para medula
Ossea de ratos, utilizando uma concentracao celular de 5 x 10 10° cel/mL.

A morfologia fibroblastoide observada em nossos estudos in vitro apresentaram morfologia
semelhante ao relatado por Martin et al. (2002) em gatos, assim como as descrigbes feitas para
roedores e humanos (PITTENGER et al., 1999; WOODBURY et al., 2000).

Citometria de Fluxo

A caracterizagdo celular tomando como base a citometria de fluxo evidenciou a presencga de
uma populacdo de células que expressaram positivamente a presenga do fator de transcricdo
octamérico (OCT-3/4) e Nanog, conforme os achados de Niwa; Miyazaki; Smith (2000) quando
descreveram o Oct-4 como regulador essencial da indiferenciacdo em células embriondrias de ratos.
Aliado a isso, Chambers et al. (2003) demonstraram o papel importante do Nanog no mecanismo de
regulacao da pluripoténcia celular da MCI.

O estudo realizado demonstrou a expressdo positiva do PCNA nuclear nas culturas, em

quarta passagem demonstrando a capacidade proliferativa das células isoladas, como também



descrito por Hasegawa et al. (2006). A positividade para Vimentina e CK-PAN possibilitou tanto a
caracterizagado da morfologia celular pela marcagao do citoesqueleto celular, conforme relatado por e
Collino et al. (2009), quanto a observagao estas caracteristicas de indiferenciagao celular em células
igualmente marcadas positivamente para CD44, CD29, CD90.

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.
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