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1. INTRODUCAO

Dentre as potenciais inovacoes, que poderao
contribuir para a solucao de diversos desafios da
Medicina, associam-se estratégias de regeneracao e
engenharia de tecidos.

As celulas tronco, quer sejam as embrionarias
(CTE), quer sejam as poOs natais - células tronco
mesenquimais (CTM) - apresentam grande potencial
terapéutico, devido a sua enorme capacidade de auto-
reproducao e pluripotencialidade.

Ainda ha diversas controvérsias ao uso de CTE,
entre as quais se salientam as de origem religiosa, ética
e legais, opinidbes que devem ser consideradas e
sedimentadas. As celulas tronco poés-natais, por outro
lado, nao suscitam problemas éticos relacionados ao
seu uso e ainda sao naturalmente imunocompativeis. A
obtencdo de CTM pode se dar por meio de medula
ossea (MO), sangue de cordao umbilical e por tecido
adiposo (TA) lipoaspirado, entre outros meios.

Uma vez que estao presentes em varias partes
do corpo humano, as cartilagens podem sofrer lesdes
em diversas situacoes. No tocante a abrangéncia da
Cirurgia Plastica, € de grande interesse estudos,
principalmente, sobre as cartilagens hialina e elastica.
Cabe destacar, portanto, que muitos estudos - in vitro e
In vivo estao caminhando para producgao de cartilagens.
Alguns trabalhos sugerem o uso de geis
biodegradaveis como uma boa estratégia para fator de
crescimento na diferenciacao de CTM em condrdcitos.
Entre tais biomateriais, os hialuronatos, como o acido
hialurénico (AH), sdo competentes na reparacao de
cartilagens.

Nesse contexto, o TArepresenta uma alternativa
para obtencao de CT M, uma vez que e derivado do
mesoderma embrionario e contem uma populacao de
células estromais heterogénea. Em poder destas CTM
e na presenca de fatores de inducao linhagem-
especificos, ha a possibilidade de diferenciacao destas
em:. celulas adiposas, cartilaginosas, musculares e
osteogénicas.

2. OBJETIVOS

e \erificar, in vivo, os aspectos relacionados a
migracao e diferenciacao de CTM suspensas em AH e
Injetadas em ratos Wistar.

e |dentificar as diferencas entre as injecbes contendo
AHe CTM e as injecOes controle (AH sem CTM).

e Avaliar a capacidade de migracao das CTM para
outros locais, secundarios a lesao tecidual.

e Propor uma teoria explicativa para o observado,
apos analise histolégica do material.

3.MATERIAIS E METODO

3.1 Amostra

Foram utilizados cinco ratos Wistar, machos,
com peso variando entre 180 a 200g, a serem
experimentados no prazo de um ano.

3.2. Obtencao de gordura

A gordura utilizada como fonte de células tronco
foi proveniente de descarte nas cirurgias eletivas de
lipoaspiracao, em pacientes doadores, realizadas pela
equipe da Disciplina de Cirurgia Plastica do Hospital de
Clinicas da UNICAMP.

3.3. Extracaode CTM

O tecido lipoaspirado foi lavado exaustivamente
com PBS (“phosphate-buffered saline”) para remover
traves de tecido conjuntivo e hemacias. Para cada 10g
de tecido, a proporcao das substancias para o tampao
de digestao, que foi adicionado a seguir, era 20mg de
colagenase tipo 1A, 200mg de albumina seérica bovina
(BSA), 20ml de D-MEM Low Glucose e 10ul de
gentamicina. A mistura foi tratada em banho-maria a

37°C por 30 minutos, agitando o recipiente a cada 5
minutos. Apos a digestao completa do tecido, a reacao
foi interrompida com 10 ml de soro fetal bovino (FBS). A
seqguir, centrifugada por 15 minutos a 1500rpm. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet re-suspenso em
10 ml de D-MEM Low Glucose com 10% do volume de
FBS. Apos 24 horas, o meio de cultura foi trocado por 3
dias consecutivos e depois a cada 2 dias até que as
células aderidas ao plastico atingiram a confluéncia de
70 a 80% da superficie da garrafa de cultura. As células
foram retiradas da garrafa por adicao de uma solugao
de tripsina a 0,05% e TmM de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e expandidas ate a 4
passagem da cultura.

3.4. Imunofenotipagem das CTM através de
citometria de fluxo

Apos a purificacdo e expansao das ceélulas
mesenquimais indiferenciadas estas foram
caracterizadas fenotipicamente por meio de citometria
de fluxo empregando um conjunto de anticorpos
monoclonais especificos. Utilizaram-se os anticorpos
CD 90 (Thy-1), CD105 (SH-2/endoglina), CD73
(SH3/SH4) e Stro-1 que correspondem aos antigenos
de superficie expressos pelas células mesenquimais e
0S ndo expressos como CD34, CD45, CD14 e CD31
também foram utilizados.

Foram utilizadas 10° células diluidas em 100l
de PBS e 5 pl de anticorpo especifico em cada reacao
de marcacao. Esta mistura foi mantida a 4°C por 30
minutos e protegida da luz. As células marcadas foram
lavadas duas vezes com PBS por meio de
centrifugacao a 1500 rpm por 5 minutos e fixadas em
500 ul de paraformaldeido 1%. Mantidas em geladeira
até o momento da aquisicao.

Os controles foram realizados a partir de
amostras de células sem marcacgao para verificacao de
auto-fluorescéncia e ceélulas marcadas com isotipos
controles correspondentes para verificacdo de
marcacao inespecifica. Foram adquiridos 10.000
eventos no citdmetro de fluxo FACScalibur e a analise
dos dados sera realizada utilizando o programa
CellQuest.

3.5. Marcacao e Deteccao das células com
Bromodeoxyuridina (BrDU)

Para marcar as células implantadas, as culturas
foram incubadas com BrDU 10 plmol L-1 por 3 dias
antes do transplante. Para detectar a marcacao com
BrDU as células fixas foram incubadas com HCI 2N por
20 minutos na temperatura ambiente para desnaturar o
DNA. Em seguida, as culturas foram neutralizadas com
0.1 mol L-1 de tampao de borato de sodio por 10
minutos, enxaguadas em PBS, e incubadas com o
anticorpo monoclonal anti- BrDU (diluicao 1: 000;
Sigma) a 4°C durante a noite. Depois foram expostas
ao IgG de cabra anti-rato TRITC-conjugated ou a IgM
de cabra anti-rato HRP-conjugated (Chemicon). Para
os testes de dupla coloracao, as células foram coradas
primeiramente com nestin (antisoro polyclonal, 1: 500;
ABCAM) ou PGP9.5, e depois processadas para BrDU.

3.6. Marcacao com nanoparticulas de Ferro.

O processo utilizado para a transfeccao das
nanoparticulas de ferro as celulas previamente
marcadas com BrDU consiste, sinteticamente no
abaixo descrito:

|.Utilizou-se meio sem antibiotico.
|l.Preparacao de solucgoes:

e Solucao de SPIO = diluiu-se 150mg de
nanoparticulas em 1000ul alcool 100% sob ultrassom
por 20 minutos.

e Solucao A= meio de cultura sem antibiético (1,5ml)
+ Lipofection (1,25ul).

e Solucdo B = meio de cultura sem antibiotico

(1,45ml) + Solucao de SPIO (50ul).
lll.Adicionou-se a solugcao de SPIO a solucao B
IVV.As solucdes ficaram em repouso por 10 minutos.

V.Misturar as solugoes A e B. Homogeneizar. E deixar
em repouso por 20 a 30 minutos. A concentracao final
de SPIO e de 50ug/ml, total de 3ml.

VI.Adicionar esse meio em celulas plagueadas por 6
horas.

Controle: lipofectamina + volume de etanol 100% (50ul)
VII.Apos 6 horas, retornam em meio normal sem
antibidtico + SFB (10%).

Vlll.Teste emlaminas com azul da Prussia.

3.7. Experimentacao animal
3.7.1. Infusao celular

As CTM obtidas foram suspensas em AH (Acido
Hialuronico "Derma Hyal" - 1ml a 3% , 30 mg/ml,
fabricado por Oftvision, Registro Anvisa n°.
10291980020, adquirido com recursos proprios) na
seguinte proporcao: 1mL de solucao salina contendo
1x107 CTM /1 mLde AH, verfigura 1.

Foi injetado 0,5 mL do material (portanto
2,5x106 CTM em 0,25mL de AH), presentes na
preparacao acima, nos ratos, em regiao proxima a
orelha esquerda dos ratos, figura 2.
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Figura 1. Suspensido de CTM Figura 2. Injecao do preparo: CTM +
emAH AH.

Realizada discreta lesao em regiao
contralateral, por meio de puncao e retirada com agulha
hipodérmica (idéntica aquela utilizada na infusdo do
material), com a hipotese de geracao de alguma
atividade inflamatéria, o que teoricamente poderia
contribuir para migracao localde CTM.

Nos animais destinados e identificados como
controle, foi injetado suspensao AH sem CTM, apenas
com Soro Fisiolégico 0,9%, mantendo a proporgao, no
local correspondente ao acima descrito com idéntica
lesao.

Foi permitida a alimentacao e livre
movimentacao dos animais nas suas gaiolas.

3.7.2. Obtencao de imagem por RNM

A RNM estava planejada para ser realizada em
duas semanas contadas a partir da injeccao do
material, entretanto foi realizada em 5 semanas, por
Intercorréncias logisticas.

Os animais foram anestesiados com
Tribromoethanol, 300mg/kg, por via intra-peritonial e
alocados em caixa dimensionada para cinco animais,
dentro de bobina de tamanho compativel com cranio
humano, para analise por meio de imagens obtidas com
RNM em busca de imagem correspondente as
nanoparticulas de ferro com que as CTM foram
marcadas, vide figura 3.
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Figur 3. Priminar de RM dos ratos m que fora
iInfundidas a suspensao de AH com CTM, marcadas
com nanoparticulas de ferroe BrDU.

3.7.3. Avaliacao histologica

Apos a tentativa de identificacdo do local
contendo CTM marcadas com nanoparticulas de ferro,
por meio de RNM, apos cinco semanas da implantacao,
os ratos foram sacrificados em camara de CO2 e as
amostras de tecidos das regides onde o material foi
injetado foram cuidadosamente retiradas dos animais e
imediatamente fixadas em formalina tamponada a 10%
para estudo histologico e imunoistoquimico.

Apos 15-24h de fixacao em formalina
tamponada, os tecidos foram processados até inclusao
em parafina em histotécnico Leica modelo ASP-300 e
no autoinclusor Leica - modelo EG1160.

Os blocos estio estocados para o término do
experimento, cuja fase final, segue abaixo, com término
programado para o segundo semestre.

Os cortes histologicos de S5um serao realizados
em microtomo rotativo Leica modelo RM2125RT
[aparelhos existentes no Laboratorio de Investigacao
em Patologia/ Patologia Molecular, CIPED-FCM,
adquiridos com o auxilio FAPESP 04/09500-7].

Para analise histologica, as laminas serao
coradas com hematoxilina e eosina (HE), tricromico de
Masson para fibras colagenas, Weigert-van-Giesson
para fibras elasticas, impregnacao argéntica de Gomori
para fibras reticulinicas, reacao de Periodic Acid Schiff
(PAS) para glicogénio e glicoproteinas, azul de Alcian
para mucinas e picrossirius para componentes
conjuntivos.

3.7.4. Avaliacao imunohistoquimica (BrDU)

Para identificacdo das CTM, as laminas serao
processadas com anticorpo para BrDU e analisadas
por microscopia e individualmente, comparando-se
com as demais laminas utilizadas na analise histologica
em busca das células com marcacao positiva.

4.RESULTADOS PARCIAIS

Os resultados aqui apresentados sao, por hora,
parciais. De forma que podemos apresentar, somente
as imagens obtidas em teste com RNM (figura 3.), onde
nao identificamos imagem compativel com a marcacao
de nanoparticulas de ferro.

5.CONCLUSAO

O que podemos concluir em posse dos
resultados parciais obtidos € que as CTM, nao podem
ser visualizadas em RNM apos cinco semanas, o que
sugere que novos estudos sao necessarios para
determinar o tempo otimo para realizacao da RNM.
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