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RESUMO

LENOCH, CAMILA YAMAGUTI. Estratégias para a
criopreservacdo de células tronco mesenquimais de tecido
adiposo bovino. 2015. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal — Area de concentracio: Sanidade Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2015.

As células tronco mesenquimais representam uma grande
promessa para 0 tratamento de inumeras doencas tanto
congénitas quanto adquiridas. Poréem, quando submetidas ao
cultivo continuo em laboratorio, os riscos de contaminacdes e de
mutacdes genéticas aumentam, sendo necessario entdo manté-
las em temperaturas criogénicas. Para isso, € imprescindivel o
uso de substancias crioprotetoras. O DMSO ¢ o crioprotetor de
eleicdo, porém alguns trabalhos afirmam que este pode induzir
a diferenciacdo das células tronco em células neuronais, além de
apresentar alta toxicidade em temperatura ambiente. Portanto, o
objetivo deste estudo foi testar crioprotetores alternativos ao
DMSO para a criopreservacgdo das células tronco mesenquimais
e comparar a eficiéncia dos mesmos. Para tanto, estas células
foram isoladas, a partir de tecido adiposo bovino, através da
digestdo enzimatica com colagenase a 0,075% e colocadas em
meio de cultivo DMEM + 10% SFB a 37°C com 5% de CO2. Em
seguida, as células foram congeladas na concentragio de 10°
célulassmL em DMEM + 10% SFB com trés tratamentos
diferentes: (1) 10% Etilenoglicol (EG), (2) 10% Propilenoglicol
(PG) e (3) 10% Dimetilsulfoxido (DMSO). Uma parte das
células tronco mesenquimais foi mantida em cultivo para ser
utilizada como controle nos testes realizados. Apos
permaneceram por, pelo menos, 48 horas em botijdo de



nitrogénio liquido, foram descongeladas em banho-maria a
37°C, determinada a sobrevivéncia celular imediata através do
método de excluséo de células mortas por coloracdo com azul de
Tripan a 0,4% e realizados a curva de crescimento celular e o
teste de Population Doubling Time (PDT). Também foi feito o
teste de viabilidade celular atraveés do reagente WST-1 e
determinada a capacidade de diferenciacdo destas células em
células dos tecidos dsseo e adiposo. Os resultados foram
analisados pelo pacote estatistico SAS, por meio do
procedimento GLM, adotando-se um nivel de significancia de
5%. N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos com
EG (72.9%) e PG (71,7%) quanto a sobrevivéncia celular
imediata, entretanto o DMSO (86,4%) apresentou um resultado
significativamente superior em relacdo aos demais. Os trés
crioprotetores ndo demonstraram diferenca estatistica entre si na
formagdo da curva de crescimento celular, porém, todos foram
inferiores ao controle ndo criopreservado. Quanto ao PDT,
também ndo houve diferenca significante entre os trés
tratamentos (EG: 28 h; PG: 26,7 h; DMSQO: 27,2 h), mas todos
apresentaram um tempo de duplicacdo de suas populacGes
estatisticamente maior do que o controle (21,3 h). A viabilidade
celular, através do reagente WST-1, das células criopreservadas
com EG, PG e DMSO foram, respectivamente, 66,65%, 71,42%
e 83,62%. O PG ndo diferiu estatisticamente dos demais
crioprotetores, mas o DMSO apresentou diferenca significativa
em relacdo ao EG. E tanto as células submetidas aos trés
tratamentos como as utilizadas como controle conseguiram se
diferenciar em células dos tecidos 6sseo e adiposo. Conclui-se,
portanto, que a criopreservacao influencia na sobrevivéncia, na
taxa de multiplicacéo e na viabilidade celular, mas mesmo assim
pode ser utilizada para armazenar as células tronco
mesenguimais, ja que os danos causados ndo inviabilizam as
mesmas. E tanto o EG como o PG podem ser utilizados como
uma alternativa a0 DMSO na criopreservagdo destas células,



pois durante os experimentos realizados apresentaram resultados
tecnicamente viaveis.

Palavras-chave: Células tronco mesenquimais; Crioprotetores;
Viabilidade celular



ABSTRACT

LENOCH, CAMILA YAMAGUTI. Strategies for
cryopreservation of mesenchymal stem cells from bovine
adipose tissue. 2015. 87 f. Dissertation (Master’s degree in
Animal Science — Area: Animal Health). Santa Catarina State
University. Postgraduate Program in Animal Science, Lages,
2015.

The mesenchymal stem cells are a great promise for the
treatment of many both congenital as acquired diseases.
However, when they are subject to continuous cultivation in the
laboratory, the risks of contamination and genetic mutations
increase, being necessary to keep them at cryogenic
temperatures. For this, the use of cryoprotectant substances is
indispensable. The DMSO is the preferred cryoprotector, but
some studies claim that it can induce the differentiation of stem
cells into neuronal cells, as well as having high toxicity at room
temperature. Therefore, the aim of this study was to test
alternative cryoprotectants to DMSO for cryopreservation of
mesenchymal stem cells and compare their efficiency. For this,
these cells were isolated from bovine adipose tissue by
enzymatic digestion with collagenase 0.075% and placed in
DMEM + 10% FBS culture medium at 37°C with 5% of CO..
Then, the cells were frozen at a concentration of 10° cells/mL in
DMEM + 10% FBS with three different treatments: (1) 10%
ethylene glycol (EG), (2) 10% propylene glycol (PG) and (3)
10% dimethyl sulfoxide (DMSO). A part of mesenchymal stem
cells were maintained in culture for use as controls in the tests
performed. After stay for, at least, 48 hours in a liquid nitrogen
cylinder, they were thawed in a water bath at 37°C, determined
the immediate cell survival by the exclusion of dead cells by the



staining with Trypan blue 0.4% method and performed the cell
growth curve and the population doubling time test (PDT). Was
also done the cell viability test using the WST-1 reagent and
determined the differentiation capacity of these cells in cells of
bone and adipose tissues. The results were analyzed using the
SAS statistical package, by GLM procedure, adopting a 5%
significance level. There was no statistical difference between
treatments with EG (72.9%) and PG (71.7%) about the
immediate cell survival, however DMSO (86.4%) had a
significantly higher result than the others. The three
cryoprotectants showed no statistical difference among them in
the formation of the cell growth curve, however, all were lower
than the not cryopreserved control. As the PDT test, there was
no significant difference among the three treatments (EG: 28 h;
PG: 26.7 h; DMSO: 27.2 h), but all of them had a doubling time
of their populations statistically higher than the control (21.3 h).
The cell viability, through the WST-1 reagent, of the cells
cryopreserved with EG, PG and DMSO were respectively
66.65%, 71.42% and 83.62%. PG did not differ statistically from
the other cryoprotectants, but the DMSO showed a significant
difference from the EG. And both cells subjected to three
treatments as those used as controls were able to differentiate
into cells of bone and adipose tissues. It follows therefore that
cryopreservation influences in the cell survival, cell
multiplication rate and cell viability, but still can be used to store
the mesenchymal stem cells, because the damage caused don’t
make them unviable. And both EG and PG may be used as an
alternative to DMSO for the cryopreservation of these cells,
since they presented technically viable results.

Key-words: Mesenchymal stem cells; Cryoprotectants; Cell
viability.
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1 INTRODUCAO

As células tronco sdo células indiferenciadas. Suas
principais caracteristicas sdo: (1) a sua capacidade de
autorrenovacao, ou seja, sdo capazes de se multiplicar mantendo
seu estado indiferenciado, 0 que proporciona uma reposicao
ativa de sua populacdo de maneira constante nos tecidos, e (2) a
sua capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares
(LEMISCHKA, 2005). Portanto, estas células presentes em
varios tecidos possuem um papel regenerativo quando estes
sofrem algum tipo de lesdo ou injuria (BLAU; BRAZELTON;
WEIMANN, 2001; FORDOR, 2003) e até mesmo para repor as
células perdidas na maturacdo e no envelhecimento, ou seja, as
células tronco sdo responsaveis pela homeostase dos tecidos do
organismo, o que faz com que sejam uma grande promessa para
uso em protocolos de reparacdo e regeneracdo tecidual
(BARRY; MURPHY, 2004). Sendo, atualmente, a fonte mais
abundante de possiveis estratégias terapéuticas para varias
doencas tanto congénitas quanto adquiridas (ARMSTRONG et
al., 2012).

Quando as células sdo submetidas ao cultivo continuo em
laboratdrio, os riscos de contaminacdes e de mutacdes genéticas
aumentam, além de implicar também em despesas econdmicas e
desprendimento de tempo (GRAHAM, 1996). O resfriamento
das células a temperaturas pouco superiores a 0° C reduz o seu
metabolismo, mas ndo o interrompe completamente, de forma
que as células continuam sofrendo o processo de deterioracao
progressiva, apenas em menor velocidade (MERYMAN, 1971).
Por isso, € necessario o0 uso de técnicas que permitam estabilizar
e manter as caracteristicas e a viabilidade destas células em
temperaturas criogénicas (GRAHAM, 1996).

Para minimizar os danos causados pela criopreservacao,
€ necessario 0 uso de crioprotetores, que sdo substancias
guimicas que agem interna ou externamente protegendo a célula
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da formac&o de gelo intracelular (CORDOVA-CABALLERO et
al., 2002). Os crioprotetores sdo divididos em duas classes
principais: os intracelulares, que penetram na célula e previnem
a formagcé&o de cristais de gelo e, consequentemente, a ruptura da
membrana celular; e os, extracelulares que ndo conseguem
penetrar na membrana celular e agem reduzindo os efeitos
hiperosmoticos presentes no processo de congelamento (DAVIS
etal., 1990).

O DMSO é um crioprotetor intracelular e € o mais
utilizado para a criopreservacgdo de células tronco, pois promove
uma alta taxa de sobrevivéncia celular ap6s o descongelamento
(NEUHUBER et al., 2004; SYME et al., 2004). Alguns grupos
de pesquisa, entretanto, também afirmam que o DMSO pode
induzir estas células a se diferenciarem em células neuronais
(WOODBURY et al., 2000; NEUHUBER et al., 2004; SYME
et al., 2004). Segundo JANZ et al. (2012), infelizmente ndo ha
muitos crioprotetores disponiveis atualmente, pois as outras
substancias como o glicerol, a sacarose ou a trealose, apesar de
ndo apresentarem citotoxicidade, ainda precisam ser melhor
estudadas quanto ao uso em células tronco.

Portanto, o objetivo deste estudo € testar crioprotetores
alternativos ao DMSO para a criopreservacao das células tronco
mesenquimais e comparar a eficiéncia dos mesmos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CELULA TRONCO

No século XIX, em meio a importantes discussdes sobre
o desenvolvimento embrionario, foi estabelecido o termo célula
tronco (CT). Atualmente sdo definidas como células com
capacidade de autorrenovacdo e de diferenciacdo teoricamente
ilimitadas. Estas células se originam logo no inicio do
desenvolvimento embrionério e permanecem no organismo por
toda a vida adulta (SALEM; THIEMERMANN, 2010).

As CT sdo capazes de se diferenciar tanto em células do
seu tecido de origem quanto em células de outros tecidos,
permanecendo funcional in vivo (WEISSMAN, 2000). Estas
células podem ter origem embrionaria, sendo denominadas
entdo células tronco embrionérias (CTE) (PEREIRA, 2008) ou
podem estar presentes em tecidos adultos, sendo denominadas
células tronco adultas (CTA). As CTA podem ser divididas em
dois grandes grupos: células tronco hematopoiéticas (CTH), que
estdo presentes na medula 6ssea, e células tronco mesenquimais
(CTM), que podem ser encontradas em diversos locais, como:
medula 6ssea, sangue periférico, sangue do corddo umbilical e
placentario, polpa dental, foliculo capilar e gordura
(MAZZETTI et al., 2010).

As CT também podem ser classificadas conforme o grau
de plasticidade, que é o potencial de diferenciacdo em tecidos
variados, em totipotentes, pluripotentes, multipotentes e
unipotentes (ZATZ, 2004).

As CT totipotentes podem dar origem tanto a um
organismo totalmente funcional quanto a qualquer tipo celular
do corpo, incluindo todo o sistema nervoso central e periférico
(GAGE, 2000), e possuem a capacidade de formar até mesmo as
células dos folhetos extra-embrionarios, que originardo a
placenta e 0s demais anexos responsaveis pelo suporte ao
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embrido (ROBEY, 2000). Correspondem as primeiras células
formadas a partir da fertilizacdo do ovdcito Il e se mantém no
embrido até o estagio de quatro a oito células, desaparecendo em
seguida (LOVELL, MATHUR, 2004, SALEM,;
THIEMERMANN, 2010).

J& as CT pluripotentes sdo “menos indiferenciadas” e
surgem da evolugdo da morula ao blastocisto, compondo a sua
massa celular interna. Podem originar 0s trés tecidos
embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma), ou seja,
qualquer tipo de tecido (LOVELL, MATHUR, 2004; SALEM;
THIEMERMANN, 2010), mas ndo um organismo completo,
pois ndo podem gerar a placenta e outros tecidos embrionarios
de apoio ao feto (ROBEY, 2000). Também estdo presentes em
individuos adultos, mas em menor quantidade (GAGE, 2000).

As CT multipotentes estéo presentes no individuo adulto
e sdo um pouco mais diferenciadas, portanto, possuem a
capacidade de originar apenas um namero limitado de tecidos.
Sdo denominadas de acordo com o érgdo do qual derivam e
realizam a regeneracdo tecidual local (GAGE, 2000; SALEM,;
THIEMERMANN, 2010).

E as CT unipotentes séo derivadas das CT multipotentes,
distinguindo-se destas por exibirem uma capacidade de
diferenciacdo restrita a uma dada linhagem celular ou até mesmo
a um dnico tipo celular. Como, por exemplo, as CT da epiderme
interfolicular (LOVELL, MATHUR, 2004) e a CT
espermatogonial (BAKSH et al., 2004; YARAK; OKAMOTO,
2010).

2.1.1 Células tronco embrionarias (CTE)

Apos a fertilizacdo, o ovocito formara um organismo
complexo, composto por mais de 200 tipos de células diferentes.
As primeiras células do zigoto podem se diferenciar em todas as
linhagens celulares, incluindo anexos embrionarios. Nesta fase,
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as células sdo classificadas como totipotentes, ou seja, possuem
a capacidade de gerar um organismo completo mantidas pelo
zigoto e seus descendentes até o estagio de morula. Apos estas
divisbes iniciais, ocorrem o0s processos de diferenciagOes
primarias, formando o blastocisto, que possui uma forma de
esfera oca, na qual as células mais externas sdo denominadas de
trofoblastos e originardo os tecidos extra-embrionarios e a massa
celular interna de células que formara o embrido propriamente
dito. Estas células da massa celular interna séo pluripotentes,
pois ndo apresentam um potencial de diferenciagéo tdo completo
quanto as células anteriores, ja que sdo capazes de originar todas
as estruturas do embrido, mas ndo os anexos embriondrios
(ALBERTS et al., 2010).

As CTE séo definidas por sua origem e sdo derivadas,
principalmente, do estagio de blastocisto do embrido
(KIRSCHSTEIN; SKIRBOLL, 2001a). O blastocisto tem a
capacidade de originar todos os Orgdos do organismo
(KIRSCHSTEIN; SKIRBOLL, 2001b), o que confere as CTE
uma grande plasticidade, sendo classificadas como totipotentes
ou pluripotentes, dependendo do periodo do desenvolvimento do
embrido em que séo coletadas (ZATZ, 2004). E, devido a grande
capacidade de auto-renovacdo, proliferacdo e diferenciacédo
destas células, surgiu o interesse em utiliza-las para regenerar
tecidos. Entretanto, para que isso fosse possivel, precisariam ser
desenvolvidos protocolos de isolamento das mesmas, o que
ocorreu inicialmente a partir de blastocistos de ratos e
possibilitou o desenvolvimento de técnicas para o seu cultivo em
laboratério (EVANS; KAUFMAN, 1981).

2.1.2 Células tronco adultas (CTA)

As CTA estdo presentes em todos os tecidos do
organismo e apresentam grande potencial de proliferagéo e
diferenciacdo em diversos tipos celulares, ndo apenas de origem
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mesodermal, mas também de origens ectodermal e endodermal
(ZUK et al., 2002; HUANG et al., 2005; MOON et al., 2008).
Porém, possuem um potencial de diferenciacdo menor que as
CTE e sdo classificadas como multipotentes (ZUK et al., 2002).

As CTA tém sido isoladas e caracterizadas a partir de
diferentes tecidos do corpo, como medula dssea, corddo
umbilical, encéfalo, epitélio, polpa dentéria e tecido adiposo
(BARRY; MURPHY, 2004). Estdo predominantemente nas
fases GO e G1 do ciclo celular, em estado quiescente ou de baixa
proliferacdo (GRITTI et al., 2002), e, através de inumeras
interacdes com o microambiente do nicho onde se situam,
podem iniciar suas divisdes e diferenciacdes em células mais
especializadas. Mais especificamente, as CTA e as células
suporte ou estromais interagem reciprocamente formando
diversas conexdes intercelulares, como juncbes aderentes e do
tipo gap para manter a integridade do tecido e controlar o
equilibrio entre os estados quiescente e proliferativo (ARAI;
HIRAO; OHMURA, 2004; FUCHS; TUMBAR; GUASCH,
2004). Por serem responsaveis por manter a homeostase dos
tecidos ao repor as células que foram perdidas na maturacao, no
envelhecimento ou por algum dano, as CTA representam uma
grande promessa para uso em protocolos de reparacdo e
regeneracado tecidual (BARRY; MURPHY, 2004).

As primeiras CTA descobertas e, consequentemente,
melhor caracterizadas sdo as células tronco hematopoiéticas
provenientes da medula dssea (HIRAO; ARAI; SUDA, 2004),
as quais sdo capazes de originar os constituintes mieloides
(mondcitos e macrdfagos, neutrofilos, basofilos, eosinofilos,
eritrocitos, megacariocitos/plaquetas e células dendriticas) e
linféides (linfocitos T, linfocitos B e serial killers) do sangue, e
sdo utilizadas com sucesso em transplantes aut6logos para
pacientes que tiveram cancer e estdo se recuperando do
tratamento quimioterapico. Posteriormente, foi isolado um outro
tipo de CTA também presente na medula déssea, porém com
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caracteristicas diferentes das células tronco hematopoiéticas,
eram as celulas tronco mesenquimais, que receberam essa
denominacdo porque derivam do folheto embrionario
intermediario, a mesoderme (JAIN, 1986).

2.1.2.1 Células tronco hematopoiéticas (CTH)

As CTH tém origem mesenquimal e estdo presentes no
saco vitelinico embriondrio durante a vida intrauterina.
Posteriormente, migram para o figado, baco, linfonodos e timo
fetal por via hematogena. A partir da metade do periodo de vida
intrauterina, a hematopoese passa a ocorrer na medula 6ssea, que
se torna o principal sitio hematopoiético do final da gestacdo até
a vida adulta (JAIN, 1986). As CTH sdo responsaveis pela
manutencdo e protecdo do sistema imune de todos os tipos
celulares do corpo, sendo elas as principais responsaveis
também pela constante renovacdo e producdo de bilhdes de
células sanguineas diariamente (FRIEDENSTEIN et al., 1968).
A principal fonte de CTH é a medula dssea, mas também estéo
presentes no sangue periférico, no sangue proveniente do cordao
umbilical e no sistema hematopoiético fetal (NEGRIN, 2000;
LAUGHLIN, 2001).

A maioria das CTH esté na fase de repouso (GO0) do ciclo
celular e ha pouca atividade no compartimento destas células,
que é onde ocorre a auto-renovagdo das mesmas e a manuten¢édo
da hematopoese pela proliferacdo clénica (GASPER, 2000). As
CTH sdo as Unicas células do sistema hematopoiético que
exibem potencial proliferativo extensivo e capacidade de se
diferenciar em todas as células do sistema linfo-hematopoiético
continuamente até a morte do organismo (GASPER, 2000;
HERZOG et al., 2003).

Morfologicamente, as CTH assemelham-se a pequenos
linfécitos. Possuem alta razdo nucleo-citoplasma, nucléolo
proeminente e citoplasma basofilico destituido de granulos
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(GASPER, 2000). Recentes trabalhos utilizando CTH de
humanos revelaram que estas células também possuem a
capacidade de diferenciacdo em células ndo hematopoiéticas de
varios tecidos; como, por exemplo, células do figado (ALISON
et al., 2000), do sistema nervoso central (MEZEY et al., 2000;
JIN et al., 2002), dos rins (KALE et al., 2003), do pancreas
(IANUS et al., 2003), dos pulmdes (THEISE et al., 2002), da
pele (BADIAVAS et al., 2003), do trato gastrintestinal
(OKAMOTO et al., 2002), do coragdo (ORLIC et al., 2001) e
do masculo esquelético (FERRARI et al., 1998).

Atualmente estas células sdo utilizadas para o tratamento
de diversas doencas oncohematolédgias, como leucemias e
doencas linfoproliferativas (FLEMING; HUBEL, 2006), e
hematoldgicas, como Wiskott-Aldrich (PARKMAN et al.,
1978), anemia de Falconi (BARRETT et al., 1977), anemia
aplastica severa (STORB et al., 1976), dentre outras, através de
transplantes tanto autégenos quanto alégenos (LOCATELLI,
1998).

2.1.2.2 Células tronco mesenquimais (CTM)

As CTM foram descritas primeiramente por Friedenstein
e sua equipe em 1974, que as isolaram da medula 6ssea de ratos
e descreveram a obtencdo de uma fracdo celular pouco
abundante, ndo fagocitica, ndo hematopoética, fibroblastoide,
com propriedade de adesédo ao plastico (FRIEDENSTEIN et al.,
1974) e de formacdo de colonias (CAMPAGNOLLI et al., 2001,
JAVASON et al., 2001). Além da medula éssea, as CTM podem
ser isoladas de varios outros tecidos, como polpa dentaria
(YOON etal, 2007; LIN et al, 2008), tecido 6sseo (LOHMANN,
2001; WILSON, 2012), placenta, sangue do corddo umbilical,
geleia de Wharton, liquido amniético, amnio, tuba uterina,
sangue venoso periférico, tecido adiposo, figado, timo, bago,
paratireoide, pancreas, pulmao, periosteo, derme e musculo
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estriado esquelético (KRAMPERA et al., 2007; JAZEDJE et al.,
2009; SHIH et al., 2009; MOSNA; SENSEBE; KRAMPERA,
2010; LIZIER et al., 2012; STRIOGA et al., 2012)

As CTM sdo tipicamente aderentes ao substrato plastico,
com uma morfologia fibroblastdide, e que, in vitro e in vivo,
podem se diferenciar em tecido 0Osseo, cartilagem, tecido
adiposo (DOMINICI et al., 2006), muasculos cardiaco e
esquelético, células neuronais, células epiteliais, tecido
conectivo, células renais e tenddes (PITTENGER et al., 1999).
Tais caracteristicas de plasticidade sugerem que as CTM séo as
responsaveis pelo turnover e, ndo sé pela formacdo, mas
também pela manutencado e regeneracdo de todos os tecidos do
organismo durante toda a sua vida (CAPLAN, 2009;
WEISSMAN, 2000), portanto, elas representam um tipo celular
com aplicacbes promissoras na medicina regenerativa
(WAGNER et al., 2005).

As CTM tornaram-se foco de inimeras pesquisas no
mundo inteiro por fornecerem perspectivas clinicas promissoras
para a terapia celular (MONTEIRO; ARGOLO NETO; DEL
CARLO, 2009). Atualmente, as CTM sdo a fonte de possiveis
estratégias terapéuticas mais abundantes, tanto para doencas
congénitas quanto para doencas adquiridas (ARMSTRONG et
al., 2012). E, conforme MONTEIRO; ARGOLO NETO; DEL
CARLO (2009), ja estdo sendo feitos inUmeros estudos para
descrever a utilizacdo tanto autégena das CTM quanto alégena
na reparacdo de diversos tecidos. Sendo que a grande aplicacéo
na Medicina Veterinaria se deve também a geracdo de modelos
experimentais aplicaveis em humanos.

Para aplicacOes terapéuticas, pode-se utilizar desde a
fracdo celular mononuclear da medula 6ssea, a qual contém
pequenas quantidades de CTM, até culturas expandidas em
laboratorio obtidas de diversos tecidos. As culturas de CTM
também podem ser aplicadas in situ (no local da les&o), isoladas
ou combinadas com substitutos do tecido que sera reparado e
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biomateriais ou através da infusdo intravenosa, podendo as
células estarem diferenciadas ou ndo (MONTEIRO et al., 2008).

2.2 PRINCIPAIS FONTES DE CELULAS TRONCO

Apesar das muitas fontes de CTM j& descritas, dois
tecidos sdo majoritarios nos relatos sobre estas células: a medula
Ossea e o tecido adiposo (SALEM, THIEMERMANN, 2010;
TOLAR et al., 2010; STRIOGA et al., 2012). E, segundo ZUK
et al. (2001), uma fonte de CT ideal deve ser fécil de se
conseguir (implicando no minimo desconforto possivel ao
paciente) e render uma quantidade inicial de células
significativa.

2.2.1 Medula 6ssea

A medula dssea é um tecido gelatinoso que preenche a
cavidade interna de vérios ossos e fabrica os elementos
figurados do sangue periférico, como hemécias, leucdcitos e
plaquetas. Sendo que em um individuo adulto é um
compartimento essencial para hematopoese, pois compdem um
microambiente onde diferentes sistemas celulares interagem.
Este compartimento denominado de estroma é composto por trés
tipos celulares: hematopoiético, epitelial e estromal
(PROKCOP, 1997). O estroma é composto pelo sistema
estromal celular (fibroblastos, células endoteliais, células
reticulares, adipocitos e osteoblastos), pela matriz extracelular e
por outros tipos celulares, como os macréfagos. E as CT
presentes na medula dssea possuem a funcdo de autorrenovacao
e originam as células que irdo se diferenciar em varias linhagens
de tecido conjuntivo e em tecidos estromais (PHINNEY, 2002).

A medula 6ssea, tanto de animais quanto de humanos,
contém tanto as células tronco hematopoiética quanto as células
tronco mesenquimais (ARMSTRONG et al., 2012; MAZZETTI
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et al., 2010). Amostras destas células séo coletadas comumente
através de puncéo na crista iliaca, tibia, fémur, coluna vertebral,
lombar e toracica, de doadores saudaveis e, em seguida, seu
isolamento é feito utilizando protocolos especificos (KAISER et
al., 2007). Porém, os procedimentos tradicionais de aquisicéo de
CTM a partir da medula 6ssea podem ser dolorosos, muitas
vezes requerem anestesia geral ou epidural, e acabam rendendo
um baixo numero de células no processamento, que implica em
um periodo de expansdo celular maior para se obter um nimero
de celulas clinicamente significativo; o que leva a, além de um
maior consumo de tempo, gastos, riscos de contaminacdo e
perdas (ZUK et al., 2001).

2.2.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo tem origem no mesoderma embrionario
e possui um estroma formado por células endoteliais, células de
mausculo liso e adipdcitos, que podem ser facilmente digeridos
enzimaticamente para liberar as CT (FRASER et al., 2006). O
tecido adiposo pode ser classificado em gordura branca e
gordura marrom. Ambas estdo relacionadas com a regulacéo da
homeostase energética, que é o balanco determinado pela
ingestdo de macronutrientes, pelo gasto energético e pela
termogénese dos alimentos. Este tecido libera diversas
moléculas bioativas denominadas adipocitocinas, o que faz com
que possua importantes funcdes enddcrinas (TRAYHURN;
WOOD, 2004). A gordura marrom funciona como um orgéo de
dissipacdo de energia, ja a gordura branca é o principal
armazenamento de energia do organismo (HIMMS-HAGEM,
1990) e contém, além dos adip6citos, uma matriz de tecido
conjuntivo (fibras colagenas e reticulares), tecido nervoso,
células do estroma vascular, nodulos linfaticos, células imunes
(leucocitos e macrofagos), fibroblastos e celulas tronco
(OSBORNE, 2000; FRUHBECK, 2001).
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E clinicamente relevante o nimero de CTM que podem
ser obtidas do tecido adiposo, uma vez que elas possuem maior
taxa de proliferacdo celular do que as CTM adquiridas a partir
da medula 6ssea (ZHU et al., 2008). MAZZETTI et al. (2010)
também concluiu que o tecido adiposo é uma excelente
alternativa para obtencdo de CTM com boa viabilidade, pois as
células obtidas a partir dele conseguem proliferar rapidamente e
possuem a capacidade de formar col6nias, 0 que sugere entéo
que elas podem ter a capacidade de formar tecidos e 6rgaos.

2.3 CRIOPRESERVACAO CELULAR

A conservacao de células, tecidos ou qualquer amostra
bioldgica, em temperatura negativa utilizando um crioprotetor,
com o objetivo de manter a amostra integra para ser utilizada em
situacOes posteriores, € denominada de criopreservacao.
Atualmente a criopreservacao de células da medula dssea é um
procedimento comum que tem sido empregada com sucesso em
transplantes aut6logos. Através da criopreservacdo, Sao
possiveis 0 armazenamento e o transporte de CT criopreservadas
sem danifica-las para o local onde poderdo ser utilizadas
clinicamente, reduzindo o tempo e elevando a qualidade na
realizacdo do procedimento (HUBEL, 1997; FLEMING;
HUBEL, 2006).

Para tentar minimizar os efeitos prejudiciais causados
pelo processo de congelamento as células, é necessario o uso de
uma substancia que reverta a formacéo de cristais de gelo e o
problema osmotico, esta substancia é denominada de agente
crioprotetor (BAUDOT, 2002).

Os primeiros trabalhos com criopreservacdo foram com
sangue completo que era congelado com hidroxietilamido ou
pentamido e conservado em nitrogénio, entretanto os fracos
resultados de sobrevida celular no pés-congelamento levaram ao
abandono dessa técnica. Em 1950, Dr. Smith realizou a
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criopreservacdo de hemacias usando como crioprotetor o
glicerol a -80°C usando gelo seco e élcool (VALERI; RAGNO,
2005).

Para maximizar a viabilidade celular durante e ap6s o
processo de congelamento sdo adicionados, junto com solucéo
extracelular, substadncias quimicas que agem interna ou
externamente protegendo a célula da formacdo do gelo
intracelular. A forma como o crioprotetor age € muito complexa,
pois o seu efeito protetor geralmente esta ligado a sua habilidade
de se unir as moléculas de agua ou diretamente na célula alvo
para evitar a formacdo de gelo intracelular (CORDOVA-
CABALLERO etal., 2002). Segundo PEGG (2006), a utilizagao
de crioprotetores e protocolos com controle de temperatura visa
diminuir as perdas celulares inerentes ao processo de
congelamento.

As células geralmente resistem a reducdo da temperatura,
porém ndo suportam a formacdo de cristais de gelo (WOLFE;
BRYANT, 2001). O gelo se forma em diversos momentos do
processo de resfriamento. Durante um congelamento lento, o
gelo é formado primeiramente no espaco extracelular e depois
no interior da célula. Logo, a 4gua tende a sair do compartimento
celular, provocando um grande desequilibrio osmético, o que
leva a desidratacdo da célula. O aumento na concentracdo de
soluto tanto dentro quanto fora da célula interfere na
sobrevivéncia celular, pois pode gerar lise. Em um
congelamento rapido, os efeitos na concentracdo do soluto sdo
minimizados, ja que a formagcdo de gelo ocorre
homogeneamente, apesar de haver uma maior concentracdo de
cristais de gelo intracelulares. E, geralmente, as células
submetidas a formac&o de cristais de gelo intracelular se tornam
osmoticamente inativas ou lisadas por causa da perda da
integridade da membrana, ou seja, ocorre uma lesdo mecanica
(WOLFE, 2001; BAUDOT et al., 2002).
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A curva de resfriamento deve ser lenta para evitar o
congelamento da &gua intracelular e rapida o suficiente para
evitar o contato da célula desidratada com o meio hiperosmatico.
Geralmente, uma taxa de resfriamento de 1°C por minuto é a
mais indicada. A perda de agua e a desidratacdo celular sdo
eventos desejaveis, pois reduzem a probabilidade de formar
grandes cristais de gelo dentro das células, o que ocasionaria
danos as estruturas internas e a membrana plasmaética.
Entretanto, a desidratacdo severa promove a desnaturacdo das
macromoléculas e encolhimento excessivo da célula, levando a
um colapso de membrana (DALIMATA; GRAHAM, 1997).

2.3.1 Crioprotetores

Os crioprotetores servem para proteger as células durante
0 congelamento e o descongelamento. Sdo substancias que
evitam a formagdo de gelo intracelular, reduzem o estresse
osmotico através da reposicdo de A&gua necessaria para a
manutencdo do volume celular, interagem com ions e
macromoléculas, reduzem o ponto de congelamento da agua e
servem como tampdo, ajustando as alteragdes de pH.

A estrutura molecular dos crioprotetores € um parametro
importante para determinar a eficiéncia dos mesmos, ja que a sua
afinidade pela agua se deve a presenca de grupamentos amina e
hidroxila em suas composi¢oes, os quais favorecem a formacéo
de pontes de hidrogénio com as moléculas de agua (BAUDOT,
2002). Segundo Holt (2000), estas ligacdes alteram a orientacao
das moléculas de dgua dos cristais de gelo, criando um ambiente
menos prejudicial as células. A sua agdo também interfere nas
mudancas fisico-quimicas que as células sofrem durante o
congelamento. E, embora a concentracdo do crioprotetor seja
elevada no meio, sua difusdo é de 30 a 60 vezes menor do que a
da agua, o que faz com que estas moléculas atravessem a
membrana plasmatica, no caso dos crioprotetores intracelulares,
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até atingir o equilibrio numa velocidade também menor que a da
agua. Ocasionando, portanto, o enrugamento da célula devido a
rapida saida de agua para diluir a elevada concentracdo externa,
ou seja, o crioprotetor necessita de um periodo de tempo para
penetrar e equilibrar as concentraces intra e extracelulares. E,
devido a essas condicdes, a &gua retorna ao interior da célula até
atingir o equilibrio osmotico, que resulta na retomada do seu
tamanho original.

A definicdo de protocolos comprovados para o
desenvolvimento das tecnologias de preservagdo das CT é um
dos obstaculos ainda a serem superados. Alguns trabalhos tém
observado diferencas na viabilidade celular ap6s o
descongelamento conforme a substancia crioprotetora utilizada.
Oichi et al. (2008) avaliaram sete diferentes protocolos para
criopreservacao de células-tronco derivadas de tecido adiposo
de camundongos e verificaram as menores porcentagens de
viabilidade celular quando foi utilizado DMSO a 10% ou meio
de criopreservacdo com glicerol. Estes autores sugeriram a
utilizacdo de substancias crioprotetoras ndo toxicas as células
como a trealose (um dissacarideo de glicose) em vez de DMSO,
que apresenta maior toxicidade. Entretanto, Renzi et al. (2012)
avaliaram a viabilidade apds o descongelamento de células
estromais obtidas da medula déssea de cavalos, ovelhas e ratos e
de tecido adiposo de cavalos, testando quinze solugdes de
criopreservacdo com diferentes concentracfes de DMSO e de
outros crioprotetores, e encontraram os melhores resultados de
viabilidade celular com o0 uso da solugdo contendo 10% de
DMSO. O estudo foi motivado porque estes pesquisadores tém
observado, em suas atividades de rotina, uma grande
sensibilidade das células estromais da medula 6ssea de equinos
ao processo de congelamento e descongelamento, com grande
diminuicdo do namero de células vidveis e da capacidade de
replicacéo.
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2.3.1.1 Crioprotetores extracelulares

Os crioprotetores extracelulares sdo moléculas de alto
peso molecular e, portanto, ndo conseguem atravessar a
membrana plasmatica (VAJTA; NAGY, 2006; PEREIRA;
MARQUES, 2008). Atuam aumentando a osmolaridade do meio
extracelular, o que faz com que ocorra a passagem de agua do
interior da célula para o meio externo, impedindo assim a
formacdo de cristais de gelo em seu interior durante a
criopreservacdo (AMANN; PICKETT, 1987). Outra funcéo
destas substancias € a sua interacdo com membrana celular, pois
exercem uma acdo estabilizadora durante as mudancas de um
estado relativamente liquido para um estado soélido e, talvez até
mais importante, na volta para o estado liquido durante o
descongelamento. Ou seja, o crioprotetor parece diminuir a
fragilidade das membranas, impedindo que estas se rompam
(SEIDEL, 1986).

Essas substancias exigem protocolos de congelamento e
de aquecimento rapidos (McGANN, 1978) e podem ser
encontradas na gema de ovo, no leite, em alguns agucares e na
albumina sérica bovina (MOUSSA et al., 2002). S&o exemplos
de crioprotetores extracelulares a lactose, a glicose, a sacarose,
a trealose e a polivinilpirrolidona (PVP), a rafinose, o manitol e
o sorbitol (NIEMANN, 1991).

2.3.1.2 Crioprotetores intracelulares

Os crioprotetores intracelulares sdo substancias que
diminuem as lesbes de origem quimica ou mecanica causadas
nas células pela criopreservacdo (KAROW, 2001). As
caracteristicas fisico-quimicas ideais que um crioprotetor
intracelular deve possuir sdo: baixo peso molecular, o que faz
com que eles consigam penetrar nas células durante o
congelamento lento (McGANN, 1978), alta solubilidade em
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meio aquoso e, principalmente, baixa toxicidade celular (NASH,
1966).

Possuem estruturas que Ihes permitem realizar ligacdes
de hidrogénio com as moléculas de agua (DALIMATA,;
GRAHAM, 1997) e, através destas propriedades coligativas,
reduzem o ponto crioscépio intracelular, fazendo com que uma
maior quantidade de agua permaneca no estado liquido quando
submetida as baixas temperaturas, o que previne a formacao de
cristais de gelo no espaco intracelular (WATSON, 2000) e
diminui a concentragdo de soluto nos meios intra e
extracelulares (DALIMATA; GRAHAM, 1997). Estas ligacGes
de hidrogénio também promovem uma estabilizacao da estrutura
quaternaria das proteinas da membrana, preservando as células
da desidratacdo (KAROW, 2001).

Séo exemplos de crioprotetores intracelulares o glicerol,
o dimetilsulféxido (DMSO), o etilenoglicol, o propilenoglicol e
o etanol (BALL; VO, 2001). O DMSO é o crioprotetor de
eleicdo para a criopreservacao celular, porém, pode causar danos
as células quando submetidas a um elevado tempo de exposi¢do
em temperatura ambiente devido a sua alta permeabilidade e alta
toxicidade (FRESHNEY, 2000). E alguns grupos de pesquisa
também afirmam que o DMSO pode induzir as CTM a se
diferenciarem em células neuronais (WOODBURY et al.,
2000). Ja o etilenoglicol e o propilenoglicol apresentam baixa
toxicidade quando utilizados na criopreservacdo de CTM
(KATKOV et al., 2011).
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3 ARTIGO
RESUMO

Estratégias para a criopreservacdo de células tronco
mesenquimais de tecido adiposo bovino

As células tronco mesenquimais representam uma grande
promessa para 0 tratamento de inumeras doencas tanto
congénitas quanto adquiridas. Poréem, quando submetidas ao
cultivo continuo em laboratério, os riscos de contaminacdes e de
mutacdes genéticas aumentam, sendo necessario entdo manté-
las em temperaturas criogénicas. Para isso, é imprescindivel o
uso de substancias crioprotetoras. O DMSO € o crioprotetor de
eleicdo, porém alguns trabalhos afirmam que este pode induzir
a diferenciacdo das células tronco em células neuronais, além de
apresentar alta toxicidade em temperatura ambiente. Portanto, o
objetivo deste estudo foi testar crioprotetores alternativos ao
DMSO para a criopreservacdo das células tronco mesenquimais
e comparar a eficiéncia dos mesmos. Para tanto, estas células
foram isoladas, a partir de tecido adiposo bovino, através da
digestdo enzimatica com colagenase a 0,075% e colocadas em
meio de cultivo DMEM + 10% SFB a 37°C com 5% de CO2. Em
seguida, as células foram congeladas na concentracdo de 10°
célulassrmL em DMEM + 10% SFB com trés tratamentos
diferentes: (1) 10% Etilenoglicol (EG), (2) 10% Propilenoglicol
(PG) e (3) 10% Dimetilsulfoxido (DMSO). Uma parte das
células tronco mesenquimais foi mantida em cultivo para ser
utilizada como controle nos testes realizados. Apos
permaneceram por, pelo menos, 48 horas em botijdo de
nitrogénio liquido, foram descongeladas em banho-maria a
37°C, determinada a sobrevivéncia celular imediata através do
método de excluséo de células mortas por coloracdo com azul de
Tripan a 0,4% e realizados a curva de crescimento celular e o
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teste de Population Doubling Time (PDT). Também foi feito o
teste de viabilidade celular atraveés do reagente WST-1 e
determinada a capacidade de diferenciacdo destas células em
células dos tecidos dsseo e adiposo. Os resultados foram
analisados pelo pacote estatistico SAS, por meio do
procedimento GLM, adotando-se um nivel de significancia de
5%. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos com
EG (72.9%) e PG (71,7%) quanto a sobrevivéncia celular
imediata, entretanto o DMSO (86,4%) apresentou um resultado
significativamente superior em relacdo aos demais. Os trés
crioprotetores ndo demonstraram diferenca estatistica entre si na
formagdo da curva de crescimento celular, porém, todos foram
inferiores ao controle ndo criopreservado. Quanto ao PDT,
também ndo houve diferenca significante entre os trés
tratamentos (EG: 28 h; PG: 26,7 h; DMSQO: 27,2 h), mas todos
apresentaram um tempo de duplicacdo de suas populagdes
estatisticamente maior do que o controle (21,3 h). A viabilidade
celular, através do reagente WST-1, das células criopreservadas
com EG, PG e DMSO foram, respectivamente, 66,65%, 71,42%
e 83,62%. O PG ndo diferiu estatisticamente dos demais
crioprotetores, mas o DMSO apresentou diferenca significativa
em relacdo ao EG. E tanto as células submetidas aos trés
tratamentos como as utilizadas como controle conseguiram se
diferenciar em células dos tecidos 6sseo e adiposo. Conclui-se,
portanto, que a criopreservacdo influencia na sobrevivéncia, na
taxa de multiplicacdo e na viabilidade celular, mas mesmo assim
pode ser utilizada para armazenar as células tronco
mesenguimais, ja que os danos causados ndo inviabilizam as
mesmas. E tanto o EG como o PG podem ser utilizados como
uma alternativa a0 DMSO na criopreservagdo destas células,
pois durante os experimentos realizados apresentaram resultados
tecnicamente viaveis.



50

Palavras-chave: Células tronco mesenquimais; Crioprotetores;
Viabilidade celular

ABSTRACT

Strategies for cryopreservation of mesenchymal stem cells
from bovine adipose tissue

The mesenchymal stem cells are a great promise for the
treatment of many both congenital as acquired diseases.
However, when they are subject to continuous cultivation in the
laboratory, the risks of contamination and genetic mutations
increase, being necessary to keep them at cryogenic
temperatures. For this, the use of cryoprotectant substances is
indispensable. The DMSO is the preferred cryoprotector, but
some studies claim that it can induce the differentiation of stem
cells into neuronal cells, as well as having high toxicity at room
temperature. Therefore, the aim of this study was to test
alternative cryoprotectants to DMSO for cryopreservation of
mesenchymal stem cells and compare their efficiency. For this,
these cells were isolated from bovine adipose tissue by
enzymatic digestion with collagenase 0.075% and placed in
DMEM + 10% FBS culture medium at 37°C with 5% of COa.
Then, the cells were frozen at a concentration of 10° cells/mL in
DMEM + 10% FBS with three different treatments: (1) 10%
ethylene glycol (EG), (2) 10% propylene glycol (PG) and (3)
10% dimethyl sulfoxide (DMSO). A part of mesenchymal stem
cells were maintained in culture for use as controls in the tests
performed. After stay for, at least, 48 hours in a liquid nitrogen
cylinder, they were thawed in a water bath at 37°C, determined
the immediate cell survival by the exclusion of dead cells by the
staining with Trypan blue 0.4% method and performed the cell
growth curve and the population doubling time test (PDT). Was
also done the cell viability test using the WST-1 reagent and
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determined the differentiation capacity of these cells in cells of
bone and adipose tissues. The results were analyzed using the
SAS statistical package, by GLM procedure, adopting a 5%
significance level. There was no statistical difference between
treatments with EG (72.9%) and PG (71.7%) about the
immediate cell survival, however DMSO (86.4%) had a
significantly higher result than the others. The three
cryoprotectants showed no statistical difference among them in
the formation of the cell growth curve, however, all were lower
than the not cryopreserved control. As the PDT test, there was
no significant difference among the three treatments (EG: 28 h;
PG: 26.7 h; DMSO: 27.2 h), but all of them had a doubling time
of their populations statistically higher than the control (21.3 h).
The cell viability, through the WST-1 reagent, of the cells
cryopreserved with EG, PG and DMSO were respectively
66.65%, 71.42% and 83.62%. PG did not differ statistically from
the other cryoprotectants, but the DMSO showed a significant
difference from the EG. And both cells subjected to three
treatments as those used as controls were able to differentiate
into cells of bone and adipose tissues. It follows therefore that
cryopreservation influences in the cell survival, cell
multiplication rate and cell viability, but still can be used to store
the mesenchymal stem cells, because the damage caused don’t
make them unviable. And both EG and PG may be used as an
alternative to DMSO for the cryopreservation of these cells,
since they presented technically viable results.

Key-words: Mesenchymal stem cells; Cryoprotectants; Cell
viability.

3.1 INTRODUCAO

As células tronco mesenquimais (CTM) séo, atualmente,
a fonte mais abundante de possiveis estratégias terapéuticas para
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varias doengas congénitas ou adquiridas (ARMSTRONG et al.,
2012). Os resultados ja obtidos tém gerado grandes expectativas
entre a comunidade cientifica e a populacgéo leiga (DEL CARLO
et al., 2009). Segundo MONTEIRO et al. (2009), estudos ja
estdo sendo realizados para descrever a utilizacéo tanto autdgena
quanto alégena das CTM para a reparacdo de diversos tecidos.
E a grande aplicacdo na Medicina Veterinaria se deve também a
geracdo de modelos experimentais aplicaveis em humanos. Em
adequado cultivo, as CTM podem ser expandidas por mais de 40
geracOes e manter a sua capacidade multipotente; as taxas de
mitose, entretanto, ficardo reduzidas e seu uso clinico é
desaconselhavel nesses casos devido a alta probabilidade de
ocorrer acimulo de mutagdes (DEANS; MOSELEY, 2000).
Para preservar uma cultura de células por um longo prazo
€ necessaria a criopreservacdo das mesmas, sendo que é muito
importante que as CTM mantenham as suas propriedades
inalteradas ap0s esse processo. Para isso, as CTM devem passar
por um congelamento lento e ser estocadas em nitrogénio
liquido a -196°C. Um resfriamento lento evita a formagdo de
gelo intracelular, o qual pode causar rupturas na membrana da
célula. Esse tipo de resfriamento, entretanto, pode resultar em
desidratacdo celular através da formacéo de gelo extracelular e,
para evitar esse fato, junto a taxa de resfriamento ideal deve ser
adicionado um crioprotetor; o qual deve possuir baixo peso
molecular, ndo ser toxico e ter um custo relativamente baixo
(MOON et al., 2008; OZKAVUKCU; ERDEMLLI, 2002).
Conforme DAVIS et al. (1990), os crioprotetores sao
divididos em duas classes principais: agentes de agéo
intracelular e de acdo extracelular. Os agentes intracelulares
penetram na célula e previnem a formac&o de cristais de gelo e,
consequentemente, a ruptura da membrana celular, sdo
exemplos deles: DMSO (dimetilsulfoxido), glicerol e
etilenoglicol. J& os crioprotetores extracelulares ndo conseguem
penetrar na membrana celular e agem reduzindo os efeitos
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hiperosmoticos presentes no processo de congelamento, dentre
eles estdo: sacarore, trealose, dextrose e polivinilpirrolidona.

O DMSO, que ¢ o crioprotetor mais utilizado, promove
uma alta taxa de sobrevivéncia celular ap6s o descongelamento,
mas alguns estudos ja provaram que ele também pode
influenciar na diferenciagdo de CTM em linhagens neuronais e
também apresenta citotoxicidade em temperatura ambiente
(NEUHUBER et al., 2004; SYME et al., 2004). Segundo JANZ
et al. (2012), infelizmente ndo ha& muitos crioprotetores
disponiveis atualmente, pois as outras substincias como o
glicerol, a sacarose ou a trealose, apesar de ndo apresentarem
citotoxicidade, ainda precisam ser melhor estudadas quanto ao
uso em CTM.

O objetivo do estudo é testar crioprotetores alternativos
ao DMSO para a criopreservacdo das CTM e comparar a
eficiéncia dos mesmos.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Coleta de tecido adiposo

A coleta foi realizada de forma cirtrgica em um bovino
higido da raca Holandesa de propriedade do CAV (Centro de
Ciéncias Agroveterinarias) — UDESC (Universidade do Estado
de Santa Catarina), no qual foi feita uma incisdo na base da
cauda e retirados aproximadamente 5 cm3 de tecido adiposo. O
tecido coletado foi submetido a duas lavagens, a primeira com
DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) 10x (1,5
mg/mL) antibidtico e a segunda com DPBS 5x (0,75 mg/mL)
antibidtico, o tecido entdo foi transferido para um tubo cdnico
com 30 mL de DPBS 1x (0,15 mg/mL) antibiético, sendo que os
antibidticos utilizados para esse procedimento foram penicilina
e estreptomicina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MI, EUA). Em
seguida, o tubo foi colocado em uma caixa isotérmica com gelo
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e levado imediatamente ao laboratério CEDIMA (Centro de
Diagnostico Microbioldgico Animal) para ser processado.

3.2.2 Isolamento das CTM

O tecido adiposo foi inicialmente lavado com DPBS com
0 auxilio de uma seringa e uma agulha fina e colocado de molho
em 25 mL de DPBS com 1x (0,15 mg/mL) antibi6tico e 10x
(1uL/mL) Anfotericina B (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Ml,
EUA) por 30 minutos. Em seguida, foi depositado em uma placa
de petri, onde foi realizado o slicing com uma lamina de bisturi.
Apos, 25 mL do tecido escarificado e umedecido com DPBS foi
posto em tubo conico contendo 25 mL da solugédo de colagenase
0,075% (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA) aquecida
a 37°C. O tubo foi levado para uma estufa a 37°C por 1 hora e
30 minutos e agitado vigorosamente a cada 15 minutos.

Apos ser retirado da estufa, o tubo foi centrifugado a 526
g durante 10 minutos. Todo o sobrenadante foi retirado e foram
acrescentados 2 mL da solugéo de lise (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MI, EUA), o contetdo foi homogeneizado e transferido
para outro tubo conico, o qual ficou em repouso por 2 minutos
antes de serem adicionados 20 mL de DPBS para inativar a
enzima de lise. O tubo foi centrifugado a 526 g por 10 minutos
e 0 sobrenadante foi retirado. Em seguida, foram adicionados 10
mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium)
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MI, EUA) + 10% SFB (Soro
Fetal Bovino) (Lonza Group Ltd., Visp, Suigca) e o tubo foi
novamente centrifugado a 526 g durante 10 minutos.

O sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspenso em
5 mL de DMEM + 10% SFB e transferido para uma placa de
cultivo celular.
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3.2.3 Cultivodas CTM

As CTM foram cultivadas em meio DMEM + 10% SFB.
Inicialmente em uma placa de 60 mm de didmetro e, apos
atingirem a confluéncia de 70%, elas foram transferidas para
garrafas de cultivo de 75 cm?. O monitoramento das CTM foi
realizado diariamente em microscopia optica para observacao da
morfologia, confluéncia e avaliagdo quanto a contaminacéo.

Ao atingir 70% de confluéncia, eram feitas as passagens.
Para isso, as células eram liberadas do recipiente de cultivo com
0 uso de tripsina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MI, EUA) e
divididas em outras garrafas de cultivo de 75 cm? contendo
DMEM + 10% SFB.

3.2.4 Criopreservacao

As CTM foram criopreservadas entre a 5% e a 72
passagem, na concentracdo de 1x10° células/mL em criotubos
contendo um volume final de 1 mL. Foram utilizadas trés
solucdes crioprotetoras que correspondem aos trés tratamentos:

e Tratamento 1: 10% DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MI, EUA) em DMEM + 10%
SFB

e Tratamento 2: 10% PG (propilenoglicol) (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MI, EUA) em DMEM + 10% SFB

e Tratamento 3: 10% EG (etilenoglicol) (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MI, EUA) em DMEM + 10% SFB

ApoOs serem envazados, 0s criotubos foram transferidos
para o dispositivo comercial Mr. Frosty (Nalgene Nunc Cooler),
previamente refrigerado a 4°C, para ser realizada a curva de
resfriamento de 4°C a -80°C, diminuindo 1°C/minuto conforme
orientacdo do fabricante. O Mr. Frosty foi, entdo, colocado em
um ultrafreezer a -80°C, onde permaneceu por 12 horas. Em
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seguida, os criotubos foram transferidos para um botijao de
nitrogénio liquido a -196°C, no qual permaneceram por pelo
menos 48 horas antes de serem descongelados.

Uma parte das CTM foi mantida em cultivo para ser
utilizada como grupo controle nos testes realizados.

3.2.5 Descongelamento

Os criotubos contendo as CTM foram retirados do
botijdo de nitrogénio liquido e aquecidos em banho-maria a
37°C. Em seguida, seu contetdo foi transferido para um tubo
conico de 15 mL, o qual continha 2 mL de DMEM + 10% SFB
a 37°C. O tubo, entdo, foi centrifugado a 526 g durante 10
minutos e o0 sobrenadante foi desprezado. O pellet foi
ressuspenso em 1 mL de DMEM +10% SFB.

3.2.6 Determinacgéo da sobrevivéncia celular imediata

Imediatamente ap6s o descongelamento, foi feita a
contagem celular pelo método de exclusao de células mortas por
coloragdo com azul de Tripan a 0,4% (FRESHNEY, 2000) para
verificar a quantidade de CTM que sobreviveram a
criopreservacao. Através dos dados obtidos, foi possivel calcular
a porcentagem de sobrevivéncia celular imediata.

3.2.7 Determinacdo da curva de crescimento celular

A curva de crescimento celular foi feita em triplicata e
desenvolvida em placas de 24 pogos (TPP, Trasadingen, Suica),
sendo depositadas 10.000 células em cada poco contendo 1 mL
de meio de cultivo. A primeira coluna foi contada 24 horas apos
0 inicio do cultivo, a segunda coluna apds 48 horas e a terceira
coluna ap6s 72 horas. Para as contagens, as células foram
tripsinizadas e transferidas para eppendorfs contendo 1 mL de
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meio de cultivo, os quais foram centrifugados a 419 g por 5
minutos. Apo0s, o sobrenadante foi retirado e foram
acrescentados 100 pL de DMEM + 10% SFB. As células foram
contadas pelo método de exclusdo de células mortas por
coloracdo com azul de Tripan a 0,4% (FRESHNEY, 2000).

3.2.8 Determinacéo do PDT (Population Doubling Time)

O teste de PDT foi realizado conforme Freshney (2000),
utilizando placas de 24 pogos (TPP, Trasadingen, Suica), na qual
foi adicionado 1 mL de meio de cultivo em cada poco. Na
primeira linha foram adicionadas 10.000 células por poco, na
segunda linha 30.000 células por poco e na quarta linha 100.000
células por poco. A primeira coluna foi contada 24 horas apés o
inicio do cultivo, a segunda coluna apds 48 horas e a terceira
coluna ap6s 72 horas. Para a contagem das células, as mesmas
foram tripsinizadas e foi utilizado o método de exclusdo de
células mortas por azul de Tripan a 0,4%. Para estimar os tempos
de divisdo celular, os dados obtidos foram processados
utilizando o programa disponivel no site www.doubling-
time.com.

3.2.9 Teste de viabilidade celular através do reagente
WST-1 [(2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolio, sal monosodico)]

O teste do reagente WST-1 serve para determinar a
viabilidade celular através da atividade mitocondrial das células.
Este teste foi realizado em triplicata em uma placa de 96 pocos
de fundo chato (TPP, Trasadingen, Suiga), na qual foram
depositadas 10.000 células por poco contendo 100 pL de meio
de cultivo e incubadas em uma estufa a 37°C por 24 horas. Ap4s
esse periodo, 85 pL do meio de cada poco foi removido e foram
adicionados 10 pL por pogo da solugdo de MTT [3-(4,5-
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Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)]
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA), a placa foi
novamente incubada a 37°C durante 4 horas. Em seguida, a
solucgéo de cada poco foi removida e foram acrescentados 50 pL
de DMSO (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MI, EUA) por poco.
A placa foi incubada a 37°C por 10 minutos e colocada em um
agitador de placas por 5 minutos. A leitura foi realizada em um
espectofotdmetro em absorbancia de 490 nm.

3.2.10 Determinacéo da capacidade de diferenciagdo em
células especializadas

As CTM foram submetidas as diferenciacGes
osteogénica e adipogénica e, para isso, foram utilizadas
placas de 24 pocos (TPP, Trasadingen, Suica). A
diferenciagdo de cada tratamento foi realizada em triplicata.

3.2.10.1 Diferenciacdo Osteogénica:

Foram depositadas 30.000 células em cada poco
contendo 1 mL de meio de cultivo proprio para induzir a
diferenciacdo osteogénica (Lonza Group Ltd., Visp, Suica).
Esse meio foi trocado a cada 72 horas durante 21 dias. Ap6s
esse periodo as células foram submetidas a coloracdo com
Von Kossa.

Para cora-las, o meio de cultura de cada poc¢o foi
removido e as células aderidas foram lavadas duas vezes
com DPBS. Em seguida, foram fixadas com
paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MI,
EUA) por 1 hora e lavadas novamente com DPBS. Apés, foi
adicionado nitrato de prata a 5% (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MI, EUA) durante 30 minutos na presenca de luz UV.
O nitrato de prata foi removido e as celulas foram
observadas em microscopia optica.



3.2.10.2 Diferenciagéo Adipogénica:

Foram depositadas 30.000 células em cada pogo
contendo 1 mL de meio de cultivo de inducéo (Lonza Group
Ltd., Visp, Suica) para a diferencia¢éo adipogénica. Apos 72
horas, esse meio foi retirado e foi adicionado 1 mL de meio
de cultivo de manutencéo (Lonza Group Ltd., Visp, Suica).
A troca de meio de cultivo foi feita a cada 72 horas,
intercalando os dois meios durante 21 dias e, ap0s esse
periodo, as células permaceram no meio de cultivo de
manutengéo por mais 7 dias. Em seguida, foram submetidas
a coloracdo com Oil Red O.

Para coré-las, o meio de cultura de cada pogo foi
removido e as células aderidas foram lavadas duas vezes
com DPBS. Apds, foram fixadas com formaldeido a 10%
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MI, EUA) por 30 minutos.
Em seguida, foram feitas duas lavagens com agua destilada
e adicionado alcool isopropilico a 60% (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MI, EUA) durante 5 minutos. O alcool
isopropilico foi removido e a solucdo de Oil Red O (60% Oil
Red O em agua destilada) foi adicionada e mantida por 10
minutos. Apo6s, foi feita mais uma lavagem com &gua
destilada e as células foram observadas em microscopia
Optica.

3.3 RESULTADOS
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A analise estatistica foi realizada pelo pacote estatistico
SAS (SAS Institute, 2009), por meio do procedimento GLM,

adotando-se um nivel de significancia de 5%.
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3.3.1 Determinacéo da sobrevivéncia celular imediata

A taxa de sobrevivéncia celular foi significativamente
maior com o tratamento que utilizou o DMSO como crioprotetor
em relacdo aos tratamentos com EG e PG, 0s quais nao
apresentaram diferenca estatistica entre si (Tabela 1).

TABELA 1. Sobrevivéncia celular imediata ap6s o descongelamento.

Tratamentos % de sobrevivéncia
EG 72,942 6"
PG 71,7+1,5°
DMSO 86,4+0,72

Fonte: Producéo da propria autora.
3.3.2 Determinacdo da curva de crescimento celular
N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos (EG
X PG x DMSO), entretanto, todos foram inferiores ao controle

ndo criopreservado (Tabela 2 e Figura 1).

TABELA 2. Curva de crescimento celular.

Tratamentos Quantidade de Células por Poco
0Oh 24 h 48 h 72 h
Controle 10.000*  19.833°  40.000° 96.333%
EG 10.000°  14.166%  33.166°  54.500°
PG 10.000°  13.166%  35.500°  58.000°

DMSO 10.000®  14.00080  32.333" 56.333"

Fonte: Producdo da prépria autora.
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FIGURA 1. Curva de crescimento celular apos a criopreservagao.
Fonte: Producéo da prépria autora.

3.3.3 Determinacgéo do PDT (Population Doubling Time)

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos com
EG, PG e DMSO (Tabela 3), porém, houve diferenca
significativa quando comparados ao grupo controle.

TABELA 3. Population Doubling Time.

Tratamentos Tempos (horas)
Controle 21,3+0,2
EG 28,0+1,72
PG 26,7+1,9
DMSO 27,2+1,42

Fonte: Producdo da prépria autora.

3.3.4 Teste de viabilidade celular através do reagente WST-
1

Conforme o teste de viabilidade celular que utilizou
o reagente WST-1, a viabilidade das células criopreservadas
com EG, PG e DMSO foram, respectivamente, 66,65%,
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71,42% e 83,62%. O PG néo diferiu estatisticamente dos
demais crioprotetores. O DMSO, entretanto, apresentou
diferenca significativa em relacdo ao EG, demonstrando um
maior potencial de células viaveis (Figura 2).
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FIGURA 2. Taxas de viabilidade celular apds a criopreservagao.
Fonte: Producéo da prépria autora.

3.3.5 Determinacgdo da capacidade de diferenciacdo em
células especializadas

As celulas submetidas as diferenciacfes osteogénica
e adipogénica apds o congelamento conseguiram se
diferenciar, assim como as células ndo criopreservadas
utilizadas como controles.

3.3.5.1 Diferenciacao Osteogénica

As células dos trés tratamentos (EG, PG e DMSO),
assim como as células utilizadas como controle,
conseguiram se diferenciar em células do tecido Gsseo
(Figura 3).



FIGURA 3. Células diferenciadas em osteoblastos.
Fonte: Arquivo pessoal.

3.3.5.2 Diferenciacdo Adipogénica

Tanto as células utilizadas como controle quanto as
células dos trés tratamentos conseguirem se diferenciar em
células do tecido adiposo (Figura 4).

FIGURA 4. Células diferenciadas em adipocitos.
Fonte: Arquivo pessoal.
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3.4 DISCUSSAO

As CTM possuem um grande potencial terapéutico para o
tratamento de indmeras patologias. Portanto, € de suma
importancia a sua caracterizacdo e, principalmente, a manutengéo
destas caracteristicas ap6s serem submetidas ao processo de
criopreservacdo. Deste modo, a necessidade do desenvolvimento
de protocolos utilizando crioprotetores comprovados e validados
para a viabilizacdo do uso terapéutico das CT € unanimidade
entre os pesquisadores.

Os trabalhos que utilizaram CTM, tanto isoladas a partir
de diferentes tecidos humanos quanto os com modelos animais,
tém revelado a existéncia de significativa diferenca entre essas
celulas. Entre as diferengas relatadas, destacam-se aquelas
envolvendo  pardmetros  imunofenotipicos,  capacidade
proliferativa e/ou potencial de diferenciacéo in vitro e também a
eficiéncia em aplicacdes terapéuticas (GRONTHOS et al., 2001;
PANEPUCCI et al., 2004; FESTY et al., 2005; IZADPANAH
et al., 2006; KERN et al., 2006; KIM et al., 2007; NOEL et al.,
2008; MOSNA et al., 2010).

Neste estudo, as CTM, ap6s permaneceram por, pelo
menos, 48 horas congeladas em nitrogénio liquido,
apresentaram taxas de sobrevivéncia celular de 72,9% em EG,
71,7% em PG e 86,4% em DMSO. Nao houve diferenca
estatistica entre os crioprotetores EG e PG, entretanto, a taxa de
sobrevivéncia do tratamento com DMSO foi significativamente
superior. Katkov et al. (2011) também utilizaram o0s
crioprotetores EG, PG, DMSO e Glicerol a 10% no
congelamento de CT humanas e testaram a sobrevivéncia
celular, sendo que ndo houve diferenca estatistica entre 0 EG e
o DMSO, mas o PG apresentou uma sobrevivéncia
significativamente inferior aos demais tratamentos. Ribeiro et
al. (2012) coletaram CTM de equino da medula 6ssea e do tecido
adiposo e as criopreservaram com 10% de DMSO. Apds o
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descongelamento, a média das taxas de sobrevivéncia celular
foram de 86% e 64% para a medula Gssea e para o tecido
adiposo, respectivamente. A diferenca entre os dados obtidos em
cada trabalho indica que diferentes tecidos e diferentes espécies
doadoras podem influenciar na viabilidade das CT apds o
congelamento. E, neste trabalho, o crioprotetor que apresentou
uma quantidade maior de células vivas ap0s a criopreservacao
foi o DMSO, mostrando-se mais eficaz quando se trata da taxa
de sobrevivéncia.

Todos os tratamentos apresentaram uma curva de
crescimento inferior ao grupo controle, o que ja era esperado
pois estas células ndo foram criopreservadas, porém, nao houve
diferenca significativa entre os trés tratamentos (EG, PG e
DMSOQO). Ginani et al. (2012), entretanto, ao criopreservarem
CTM oriundas de tecido adiposo de camundongos com DMSO
a 10%, ndo encontraram diferenca estatistica entre o grupo
criopreservado e o0 grupo controle (ndo criopreservado).
Provavelmente, como os autores utilizaram uma espécie animal
com um metabolismo extremamente acelerado e animais jovens
de 3 meses de idade, as células, mesmo sofrendo os possiveis
danos do congelamento, conseguiram se recuperar mais
rapidamente e retomarem a sua taxa de multiplicacdo elevada,
semelhante a taxa do grupo controle. Apesar de as curvas de
crescimento serem inferiores ao grupo controle, no experimento
realizado neste estudo, todas foram ascendentes, o que indica
que a criopreservacdo diminuiu a velocidade da divisdo celular,
mas ndo a tornou inviavel.

Quando calculado o PDT de cada um dos trés
tratamentos, ndo houve diferenca estatistica entre eles (EG: 28
horas, PG: 26,7 horas e DMSO: 27,2 horas), mas apresentaram
um intervalo de tempo para duplicar o tamanho de sua populacéo
significativamente superior ao grupo controle (21,3 horas). Janz
etal. (2012) utilizaram CT oriundas de fluido amniotico humano
e encontraram um PDT de 30,0 horas. Essa diferenca pode ter
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ocorrido por serem espécies (bovinos e humanos) e fontes
(tecido adiposo e fluido amnidtico) diferentes. Assim como
outros trabalhos presentes na literatura também indicam que a
espécie, a idade do doador e o tecido coletado influenciam
diretamente na taxa de multiplicacdo celular. Neste trabalho,
porém, a escolha do crioprotetor ndo interferiu no PDT, sendo
que os trés tratamentos mantiveram a capacidade de as células
se multiplicaram apds o congelamento.

Quanto as viabilidades celulares apresentadas apés a
criopreservacdo, 0 DMSO apresentou uma diferenca estatistica
superior ao EG, mas ndo houve diferenca significativa entre o
PG e os demais crioprotetores. Sendo que, apesar de haver
diferenca entre eles, todos mantiveram as células viaveis. Ginani
et al. (2012) criopreservaram CTM de tecido adiposo de
camundongos utilizando o DMSO a 10% como crioprotetor e
ndo encontraram diferenca estatistica entre 0 grupo
criopreservado e 0 grupo ndo criopreservado, 0 que
provavelmente deve-se ao fato de os autores terem utilizado
animais jovens (3 meses de idade) como fonte de CT, como ja
citado anteriormente.

Tanto as células ndo congeladas utilizadas como
controle, quanto as células submetidas aos trés tratamentos
conseguiram se diferenciar em células do tecido 6sseo e células
do tecido adiposo. De forma semelhante, Patricio et al. (2013)
também conseguiram induzir as diferenciacdes osteogénica e
adipogénica em CTM obtidas a partir de tecido adiposo canino.
E Dvorakova et al. (2008) induziram com sucesso as
diferenciacGes osteogénica e adipogénica em CTM oriundas da
medula Ossea de pacientes humanos. O que indica que a
criopreservacao nédo interfere na capacidade de plasticidade das
células, ou seja, mesmo depois de congeladas, elas mantém a
capacidade de originarem outros tipos celulares, podendo ser
utilizadas em usos terapéuticos futuros.
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Os resultados obtidos neste estudo estdo em consonancia
com outros autores, demonstrando assim a viabilidade do uso
dos protocolos testados para serem utilizados na rotina
laboratorial, sendo que o emprego de qualquer um dos trés
crioprotetores avaliados neste trabalho apresentara resultados
eficazes para a criopreservacdo de CTM.
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3.5 CONCLUSOES

Os trés tratamentos avaliados neste estudo demonstraram
viabilidade técnica para seu uso como crioprotetores das CTM,
pois as mesmas conseguiram manter suas caracteristicas apos o
congelamento.

Tanto o EG como o PG podem ser utilizados como uma
alternativa ao DMSO na criopreservacao das CTM, pois durante
0s experimentos realizados apresentaram resultados eficazes e
semelhantes a este.

A criopreservacdo influencia na sobrevivéncia, na taxa
de multiplicacdo e na viabilidade celular das CTM, mas n&o as
inviabiliza, podendo ser utilizada para armazenar as mesmas.

A criopreservagdo nédo influencia na capacidade de
diferenciacdo das CTM em células dos tecidos 6sseo e adiposo
nas condicdes utilizadas em nosso laboratdrio, ou seja, as células
mantém a sua plasticidade mesmo ap0s o processo de
congelamento.
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4 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Diante das divergéncias de informac6es encontradas nos
diferentes estudos presentes na literatura e da importancia do uso
das células tronco para a clinica tanto humana quanto
veterinaria, conclui-se que mais estudos sdo necessarios assim
como a realizagéo de trabalhos que avaliem um ndmero grande
de amostras e de diferentes protocolos de criopreservagéo de
células tronco a fim de padronizar uma técnica que apresente e
garanta sempre altos niveis de sobrevivéncia e de viabilidade
celular e preserve as caracteristicas originais das mesmas.
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