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Introducao

A capacidade regenerativa, apesar de restrita a alguns orgdos, sempre foi alvo de
interesse dos pesquisadores. Sabe-se que a manutencdo dos tecidos no organismo é exercida por
reservas celulares “in situ”, capazes de recuperar Orgdos lesionados, através da reparacado do
parénquima tecidual, mesmo que com uma série de limitacdes quanto a diferenciacdo (MADEN,
2001). A terapia com células-tronco mesenquimais (MSC) é um procedimento promissor para 0
tratamento de varios tipos de doencas degenerativas, devido ao fato de possuirem a capacidade
plastica, sendo capazes de originar diversos tipos celulares in vivo e in vitro (KRAUSE, 2002).

Esta pesquisa tem por objetivo expandir e cultivar in vitro as células-tronco
mesenquimais do corddo umbilical de cutias (Dasyprocta prymnolopha), bem como descrever suas
caracteristicas morfolégicas.

Metodologia

Foram utilizadas duas cutias (Dasyprocta prymnolopha, Wagler, 1831), gestantes,
adultas, entre um e dois anos de idade. Os animais foram provenientes do Nucleo de Estudos e
Pesquisas em Animais Silvestres — NEPAS (Certificado de Registro IBAMA/PI N° 02/08-618) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Constatados os padrbes de higidez, os animais foram
submetidos a exame ultrassonogréfico uterino.

Na eminéncia do parto, o animal foi pesado, encaminhado ao centro cirirgico e
submetido a cesariana. Foram coletados dois corddes de cada animal, os quais foram encaminhados
ao laboratério de células-tronco. O corddo umbilical foi lavado em solucdo salina-fosfato tamponante
(PBS) com 2% de antibidtico (Penicilina-estreptomicina. SIGMA® Cat. N° P4333. Em seguida,
dissociado mecanicamente, com auxilio de uma lamina estéril de bisturi n°® 20, em uma placa de Petri
de 35 mm contendo solucdo de Colagenase tipo 1 a 1% (Invitrogen®, Cat. N° 17100-017).
Posteriormente, o material foi incubado em estufa contendo atmosfera de CO, — 95% a 37°C durante
30 minutos.

O material foi semeado uma placa de cultura de seis pocos (Placa de crescimento
celular de seis pocos TPP®) e mantido em estufa incubadora (TECMAL TE-399°) & 37°C em 5% de
CO, e umidade de 95%. O meio de cultivo foi trocado a cada trés dias e a cultura, monitorada para
avaliacdo do crescimento, até que as culturas atingiram 80% de confluéncia. As células foram
plagueadas na concentragdo de 10° células/mL em garrafas de cultura de tecidos de 25cm? com trés
mL de meio de cultivo D-MEM suplementado. Estas foram mantidas em incubag&o a 37°C em 5% de

CO, e umidade de 95%. As culturas foram expandidas, fotografadas em microscépio invertido de



contraste de fase (COLEMAN NIB-100®) e repicadas com o dobro da area original, aferindo-se a
concentracdo celular a cada passagem.
Resultados e Discussao

As células organizaram-se em clusters circunjacentes ao explante, com morfologia
fusiforme, apresentando nucleo evidente, margens celulares bem definidas e mantendo contato umas
com as outras por meio de prolongamentos citoplasmaticos orientados paralelamente entre si (figura
1). A elevada concentracéo celular aferida no isolamento de MSC de cordao umbilical ja havia sido
observada por FADEL et al. (2011); PENOLAZZI et al. (2011); WANG et al. (2011) em amostras de
seres humanos. Estes autores obtiveram concentracdes entre 10° a 10" células/mL. No presente
trabalho, obteve-se uma concentracdo de 10° e 1,6 x 10° células/mL (tabela 1), o que nos permite

inferir que o modelo proposto para coleta de MSC de corddo umbilical de cutias é viavel.

Figura 1 — Culturas de explante de corddo umbilical de cutia (Dasyprocta prymnolopha, Wagler,
1831). A: Células fusiformes (setas brancas) em torno de um fragmento de corddo umbilical (seta
vazada), em primeira passagem. Permanecem inimeras células mononucleares e hemacias, de
morfologia arredondada ou ovalada, ndo aderentes (setas negras). Aumento de 5x. B e C:
Células fusiformes (setas brancas) distribuidas marginalmente ao explante (seta vazada), em
quinta passagem. Aumento de 10x. D: Coldnia homogénea de células fusiformes com nucleos
(setas brancas), nucléolos e limite celulares evidentes, em sexta passagem. Aumento de 20x.

Tabela 1 — Concentracao de células-tronco mesenquimais isoladas e viabilidade celular por
amostra, em cutias (Dasyprocta prymnolopha, Wagler, 1831).

Animal Amostra (cordao) Concentracéo Viabilidade (%)
(células/mL)
A 1,16 x 10° 93
1 B 1,36 x 10° 96
C 1,42 x 10° 85
2 D 1,82 x 10° 82

Média 5,0 x 10’ 89




Quando em cultura, as MSC desprendem-se do tecido do corddo umbilical, formando
clusters circunvizinhos ao explante, em organizacéo radial (figura 1). Estes achados corroboram com
as observacdes de BIEBACK et al. (2010), COOPER et al. (2011), YANG et al. (2011) e SHI et al.
(2011), os quais descrevem que apenas MSC possuem a capacidade de manterem-se aderidas em
substrato plastico e proliferar-se indefinidamente.

A observacéo de confluéncia celular, aumento da concentracdo celular a cada passagem
e homogeneidade morfolégica apds cada repique indicam indubitavelmente que as MSC observadas
expandiram-se continuamente e preservaram-se indiferenciadas, caracteristicas esperadas para uma
cultura de células-tronco (BIEBACK et al., 2010; PENOLAZZI et al., 2011).

Conclusbes

A elevada concentracdo celular aferida no isolamento de MSC de corddo umbilical de
cutia nos permite inferir que o modelo proposto para coleta de MSC de corddo umbilical de cutias é
viavel. Quando em cultura, as MSC desprendem-se do tecido do corddo umbilical, formando clusters
circunvizinhos ao explante, em organizacao radial, 0 que caracteriza a capacidade de se manterem
aderidas em substrato plastico e se proliferarem indefinidamente.
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