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1. INTRODUCAO

Na dltima década, os estudos no campo da medicina alternativa
apresentaram grande evolucdo a medida que a pesquisa cientifica passou a
explorar o potencial das células-tronco mesenquimais (CTMs) (FORTIER &
TRAVIS, 2011). Desde 1976, estas células vém sendo isoladas a partir da medula
Ossea e Uutilizadas, terapeuticamente, em inumeras enfermidades visando
melhorar a qualidade de vida dos pacientes (ESTRELA et al., 2011).

As CTMs séo células progenitoras consideradas multipotentes, as quais
possuem capacidade de serem manipuladas in vitro e, por cultura, liberarem
produtos com potencial de aumentar a resposta terapéutica e favorecer a
reestruturacéo e recuperacéo de tecidos lesionados (HARVANOVA et al., 2011).

De acordo com DOMINICI et al. (2006), para definir uma célula como CTM,
estd deve corresponder a trés critérios minimos fundamentais, os quais
constituem na capacidade de crescer como célula aderente quando submetida a
condicdes de cultura, possuir capacidade de diferenciar-se em células de
linhagens mesenquimais, como osteoblastos, adipécitos e condroblastos quando
cultivada in vitro e expressar antigenos especificos de superficie CD105, CD73 e
CD90 e auséncia de CD14 ou CD11b, CD19, CD34, CD45, CD79 e HLA-DR em
95% das células em cultura.

Sendo assim, as células por possuirem alta capacidade de proliferacéo,
diferenciacdo e autorrenovacdo, constituem uma ferramenta promissora na
reparacao tecidual (FORTIER & TRAVIS, 2011) a medida que, ao autorreplicar-
se, ira constituir-se de uma nova célula-tronco ou podera produzir a0 menos um
tipo de célula diferenciada com func¢des especializadas (ALISON et al., 2002;
SANDHAANAM, et al., 2013). Em virtude dessa capacidade de diferenciacdo em
células de funcdo especifica, as CTMs vém sendo utilizadas em medicina
regenerativa equina para o tratamento de inumeras condigbes clinicas
ortopédicas, as quais refletem em claudicacdo e diminuicdo do desempenho
atlético desses animais (GUERCIO et al., 2015). Dentre as enfermidades mais
comuns, em que a terapia regenerativa vem sendo aplicada, estado tendinites,
desmite do ligamento suspensorio, doencas articulares, laminite (SCHNABEL et
al., 2015; CARRED et al., 2011).

Apesar do grande avanco na utilizacdo das células na terapia celular
reparadora em medicina ortopédica, pouco se compreende sobre a biologia
celular do epitélio epidérmico do casco de equinos (ESTRELA et al.,, 2011;
CARTER et. al.,, 2011). Segundo CARTER et al.,, (2011) as células-tronco
presentes no epitélio epidérmico do casco que expressam a proteina p63, além
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de atuarem regenerando estruturas e promovendo o crescimento lamelar, ainda
exercem atividade no controle homeostatico do tecido, atuando portanto, como
reguladoras no que tange o potencial proliferativo dessas células.

Assim como a homeostase, a manutencdo do crescimento do casco
também esta relacionada a proliferacdo de células epidérmicas, principalmente
oriundas da regido coronariana (CARTER et al., 2011). Portanto, a perda
epidérmica de células-tronco dessa regido bem como a desregulacdo da
expressdo da proteina p63 pode contribuir com inUmeras patologias relacionadas
a estrutura do casco podendo conduzir a displasia epidérmica (CARTER et al.,
2011).

Em vista disso, acredita-se que o tecido corion coronariano possua alta
capacidade condrogénica e, dessa forma, o cultivo e consequente aplicagéo
dessas células no tratamento de patologias do casco podera melhorar a qualidade
do tecido.

Portanto, em carater inovador, o presente estudo teve por objetivo
determinar o isolamento e caracterizacdo de células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido corion-coronario, avaliando seu potencial de proliferacéo e
diferenciacao.

2. METODOLOGIA

No presente estudo, foram avaliadas cinco amostras (n=5) de tecidos
digitais coronarios. As coletas foram realizadas no Frigorifico Foresta, localizado
no municipio de Sao Gabriel, Rio Grande do Sul. As pecas destinadas ao estudo
eram provenientes de equinos de casco sadio, faixa etaria entre cinco e doze
anos e sem diferenciacao de sexo.

O isolamento das CTTCCs foi realizado conforme metodologia
estabelecida no Laboratério de Células-Tronco e Engenharia de Tecidos da
ULBRA (NARDI & CAMASSOLA, 2011), baseada no protocolo descrito por Zuk et
al. (2001). A morfologia das culturas foi analisada por exame periddico em
microscépio invertido com contraste de fase (Axiovert 25, Carl Zeiss, Alemanha) e
foram realizadas fotomicrografias com camera digital (AxioCam MRc, Carl Zeiss),
usando o programa Axiovision 1.0.0.4 (Carl Zeiss).

As células foram mantidas em cultivo até atingirem 85-90% de confluéncia,
desaderidas, e as células plagueadas conforme a densidade necessaria.

As células foram cultivadas até 80-90% de confluéncia e contadas em cada
passagem - de 3° a 10°. A média entre crescimento de populacéo e de tempo foi
expressa em dias. A duplicacdo da populacdo em tempos diferentes das culturas
foi calculada pela a formula: tempo de duplicagdo da populacéo: log (celular final
namero) - log (numero inicial de células) = K 9 T, onde K é a constante geracao
(0,008963) e t é o tempo em dias (MARKARIAN et al., 2013; ROTH, 2006).

As células isoladas tiveram sua plasticidade testada, sendo induzidas a se
diferenciarem com meios indutores para tipos celulares osteogénico e
condrogénico. As células foram induzidas a diferenciacdo quando alcancaram a
sexta passagem, segundo protocolos realizados por MEIRELLES et al (2006).

Para avaliagdo do ensaio de cicatrizacdo promoveu-se um arranhdo em
linha reta representando uma ferida artificial. As células foram analisadas
diariamente por exame em microscopio invertido com contraste de fase (Axiovert
25, Carl Zeiss, Alemanha). Realizou-se fotomicrografias com camera digital
(AxioCam MRc, Carl Zeiss), usando o programa Axiovision 1.0.0.4 (Carl Zeiss),
assim a migracao das células nesta ferida artificial pode ser avaliada (ZHU et al.,
2010).
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O potencial das culturas para formacdo de colbnias foi analisado por
diluicdo limitante e em triplicatas amostrais. Foram consideradas col6nias
agrupamentos com mais de 5 células e o resultado foi expresso na forma de % de
células formadoras de colonias (MEIRELLES et al, 2006).

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio dos programas Statistical
Package for Social Sciences (SPSS), versdo 19.0, e GraphPad Prism 5. As
variaveis numéricas foram descritas como média e desvio padrédo, ou mediana e
intervalo interquartil (25-75%). As variaveis categoricas foram descritas sob a
forma de proporcfes. Foram utilizados os testes do Qui-quadrado para variaveis
categoricas e teste t de Student ou Mann Whitney para as variaveis numéricas.
Para todas as comparac0@es foi considerado um nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando isoladas e cultivadas, as células apresentaram rendimento variado
entre 2 e 12 x 10* células por grama de tecido.

A manutencado e expansdo do cultivo de células-tronco mesenquimais foram
realizadas quando as células atingiam 80% a 90% de confluéncia, sendo
utilizadas em todos os experimentos entre as passagens P3 e P4. As células, por
sua vez apresentaram morfologia fusiforme tipica de células-tronco
mesenquimais.

As células, a medida que tiveram sua plasticidade testada, observou-se que
as mesmas apresentaram potencial adequado para diferenciacdo osteogénica e
condrogénica, conforme demonstrado nas figuras 2 e 3.
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Figura 2 - leerenC|ac;ao osteogenlca das culturas de CTTCCs
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Figura 3 - Diferen?:iagéo conarogénica d.-és culturas de CTTCCs.

O ensaio de cicatrizacao foi realizado em triplicata, sendo os resultados uma
meédia destas. Nos momentos Oh, 24h e 48h analisou-se a migracao das células,
as quais rapidamente fecharam a leséo artificialmente criada na cultura.

Para avaliacdo do potencial clonogéncio foram consideradas colbnias com
grupamentos com mais de 50 células. Os resultados demonstraram que as
CTTCCs tém potencial clonogénico adequado, com formacdo de 30,6 a 54,6
coldnias/ amostra.

O ensaio de proliferacdo néo apresentou diferencas significativas quando
comparado os valores entre as amostras, porém quando analisados os tempos de
duplicacdo de cada amostra em separado pode ser vista uma diferenca
significativa de tempo de duplicacéo entre as passagens.
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4. CONCLUSOES
Este projeto consistiu no primeiro estudo de isolamento e caracterizacao de
CTMs oriundas do coérion-coronario em equinos, nas quais as células
apresentaram caracteristicas compativeis com células-tronco mesenquimais. Em
vista disso, pretende-se, em estudos futuros a serem realizados in vivo, testar a
promocdo da regeneracdo de tecidos lesionados decorrentes de doencas
ortopédicas no casco.
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