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RESUMO

As bolsas de gordura da palpebra humana sdo uma fonte potencial de isolamento de células-
tronco para uso na medicina regenerativa. Para futura aplicacdo clinica dessas células é
fundamental estabelecer condig¢bes de cultivo livres de componentes animais assim como
definir claramente a populacdo de células-tronco diferenciando-a de outros tipos celulares,
como os fibroblastos. As células-tronco mesenquimais (MSCs) compartilham semelhancas in
vitro com os fibroblastos e ndo had marcadores especificos que permitam a clara distingédo
entre estes dois tipos celulares. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é comparar
fenotipica e funcionalmente as células-tronco isoladas das bolsas de gordura da pélpebra
(OFSCs) e os fibroblastos residentes na pele da palpebra cultivados em meio de cultura
suplementado com plasma (PH) ou soro alogénico humano (SH) em substituicao ao soro fetal
bovino (SFB). Os resultados demonstraram que houve maior cinética de proliferacdo celular
na presenca do meio de cultura suplementado com SH indicando a viabilidade do uso desse
suplemento para cultivo em larga escala de células para fins terapéuticos. As OFSCs
cultivadas nesse meio apresentaram as caracteristicas imunofenotipicas de MSCs, foram
capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condrécitos e apresentaram altos
niveis de atividade da fosfatase alcalina. Em contraste, os fibroblastos ndo exibiram
propriedades de multipoténcia in vitro e apresentaram baixos niveis de expressao e atividade
de fosfatase alcalina. Os resultados obtidos possibilitaram distinguir com sucesso as
populacdes de OFSCs e fibroblastos viabilizando futuros estudos de avaliacdo dos
fibroblastos da palpebra como substituto dos fibroblastos do limbo em trabalhos visando a
reconstrucdo da superficie ocular e permitirdo também estudos de avaliacdo das palpebras

como um nicho de células-tronco para o globo ocular.

Palavras-chave: palpebra, células-tronco, fibroblastos, soro humano, plasma humano



Abstract

Human orbital fat tissues are a potential source to isolate stem cells for the development of
regenerative medicine therapies. For future clinical application of these cells is critical to
establish animal components free culture conditions as well as clearly define the stem cells
population differentiating it from other cell types, such as fibroblasts. The mesenchymal stem
cells (MSCs) share in vitro similarities with fibroblasts and there are no specific markers
allowing a clear distinction between these two cell types. Therefore, the aim of this study is to
compare phenotypic and functionally orbital fat-derived stem cells (OFSCs) and fibroblasts
resident in the eyelid skin grown in culture medium supplemented with allogeneic human
serum (HS) or plasma (HP) replacing fetal bovine serum (FBS). The results showed that there
was a greater cell proliferation kinetics in the presence of culture medium supplemented with
HS indicating the feasibility of use of this supplement for clinical application to optimize the
ex vivo expansion of cells before transplants. The OFSCs grown in this medium showed the
immunophenotypic characteristics of MSCs and were able to differentiate into osteoblasts,
adipocytes and chondrocytes. In contrast, the fibroblasts did not have multilineage
differentiation potential and showed low levels of alkaline phosphatase expression and
activity. The results enabled us to successfully distinguish OFSCs and fibroblasts populations
and enabling future studies to evaluate the eyelid fibroblasts as a substitute for limbal
fibroblasts works for ocular surface reconstruction and also allow evaluation studies of the

eyelids as a stem cells niche to the eyeball.

Keywords: eyelid, stem cells, fibroblasts, human serum, human plasma
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. Medicina regenerativa e células-tronco

A medicina regenerativa € um campo interdisciplinar e emergente de pesquisas e
aplicagdes clinicas focado na substituicdo ou regeneracdo de células, tecidos ou 6rgaos com o
intuito de restaurar ou estabelecer uma funcdo comprometida por diferentes causas como
defeitos congénitos, traumas e envelhecimento (Greenwood, 2006). As medidas terapéuticas
empregadas incluem, além dos transplantes tradicionais, a terapia celular, o uso de moléculas
sollveis, a terapia génica, a engenharia de tecidos, a terapia celular avangada com
reprogramacao celular e o transplante de células-tronco (Mason 2008; Schmitt et al., 2012).

Os novos conhecimentos adquiridos sobre as células-tronco e suas possibilidades
terapéuticas levaram a um notével desenvolvimento no campo da medicina regenerativa nos
ultimos anos, de tal forma que, essas células podem ser consideradas, atualmente, o pilar
central da medicina regenerativa (Ramirez, 2009).

Por definicdo, as ceélulas-tronco sdo células indiferenciadas que possuem grande
capacidade de proliferacdo e autorrenovacao, além de possuirem a capacidade de responder a
estimulos externos e se diferenciarem em linhagens celulares especializadas (Mountford,
2008; Gepstein, 2002). Essas células encontram-se presentes em uma variedade de tecidos e
podem ser classificadas, segundo seu potencial de diferenciacdo, em trés grandes grupos:
totipotentes, pluripotentes e multipotentes (Wagers & Weissman, 2004).

O zigoto e as células do blastdmero séo considerados células-tronco totipotentes ja que
sdo capazes de gerar todos os tipos celulares embrionarios assim como 0S anexos
embrionarios (Fischbach & Fischbach, 2004).

As células-tronco embrionarias, extraidas da massa interna do blastocisto, séo
pluripotentes, pois possuem a capacidade de se diferenciar em qualquer tipo celular derivado
dos trés folhetos embrionarios. O estabelecimento das primeiras linhagens de células-tronco
embrionarias humanas, em 1998, gerou enorme expectativa para seu uso terapéutico
(Thomson et al., 1998; Gearhart, 1998). Entretanto, o uso dessas € limitado devido ao
envolvimento em questdes éticas, religiosas e politicas referentes a utilizacdo de embrides
derivados da fertilizacdo in vitro para sua obtencdo (Schwindt et al., 2005). No Brasil, a Leli

de Biosseguranca numero 11.105/05 regulamenta o uso de embrides humanos (Pereira, 2008).
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Outro problema referente ao uso das células-tronco embrionérias € a sua capacidade de formar
teratomas quando introduzidas em animais imunodeficientes (Mountford, 2008).

Uma forma de contornar os problemas referentes ao uso de células-tronco
embrionarias pode ser a utilizacdo de células-tronco de pluripoténcia induzida. Células
diferenciadas podem ser induzidas ao estado de pluripoténcia semelhante ao das células-
tronco embrionérias por meio da inducdo da expressdo dos fatores de transcricdo Oct3/4,
Sox2, c-Myc e KIf4 (Takahashi & Yamanaka, 2006). Apesar do seu enorme potencial no
campo da medicina regenerativa, muitos aspectos moleculares, funcionais e referentes a
indugdo, cultivo e manutencdo dessas células ainda sdo desconhecidos (Volarevic et al.,
2011). Além disso, assim como as células-tronco embrionarias, as celulas-tronco de
pluripoténcia induzida possuem alto potencial de formacdo de teratomas se injetadas em um
estado indiferenciado (Schmitt et al., 2012).

Dessa forma, uma fonte mais segura de células autélogas para utilizacdo na medicina
regenerativa sdo as células-tronco adultas. Estas sdo consideradas multipotentes, pois séo
capazes de originar células de diversos tecidos, mas ndo de todos os folhetos embrionarios
(Schwindt et al., 2005). Essas células exibem propriedades de plasticidade e, sob condicdes
especiais, elas podem se transdiferenciarem originando, assim, tipos celulares de origem
embrioldgica diferente da sua prépria génese (Ringe et al., 2002; De Kretser, 2007). As
celulas-tronco adultas melhor estudadas e caracterizadas sdo as celulas-tronco
hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais (Hipp & Atala, 2008).

As células-tronco hematopoiéticas ddo origem a todas as células dos sistemas
hematopoiético e imunoldgico e sdo utilizadas em transplantes para regeneracdo do sistema
hematopoiético desde 1956 (Hipp & Atala, 2008).

1.1.1. Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais foram primeiramente descritas por Friedenstein e
colaboradores, em 1968, como uma populacdo de células aderentes extraidas da medula 6ssea
com grande capacidade proliferativa e foram denominadas células formadoras de coldnias
fibroblasticas. Durante as decadas de 70 e 80, estudos demonstraram que essas células
possuem a capacidade de diferenciacdo em linhagens celulares de origem mesodérmica como

osteoblastos, condroblastos e adipdcitos (Friedenstein et al., 1972; Hematti, 2012). Em 1991,
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Caplan popularizou o termo células-tronco mesenquimais (MSCs - mesenchymal stem cells).
Em 2005, a Sociedade Internacional de Terapia Celular propés o uso do termo células
estromais mesenquimais multipotentes, mantendo o acrébnimo MSC (Horwitz, 2005).
Atualmente, € comum a utilizacdo dos dois termos pela comunidade cientifica.

Estudos demonstram que as MSCs néo se diferenciam apenas em tipos celulares da
linhagem mesodérmica, elas também podem se diferenciar em linhagens celulares de origem
ectodérmica e endodérmica (Kopen, 1999; Sato 2005; Li & lkehara, 2013). Além da ampla
capacidade de diferenciagdo, as MSCs apresentam propriedades importantes de
imunossupressdo e imunorregulacdo, sendo capazes de modular a funcdo de células do
sistema imune inato e adaptativo, podendo induzir tolerancia imune (Nauta & Fibbe, 2007;
Williams & Hare, 2011). Tem sido demonstrado também, que as MSCs apresentam fendtipo
hipoimunogénico, devido a baixa expressio de MHC de classe Il e de moléculas
coestimulatérias (Le Blanc & Ringdén, 2005). Assim, trabalhos sugerem que as MSCs
possam ser transplantadas de forma autéloga (o paciente é seu préprio doador), alogénica
(entre membros da mesma espécie) e em xenoenxertos (entre membros de espécies diferentes)
(Vieira, 2008; Law & Chaudhuri, 2013).

Acredita-se que as MSCs se localizem por todo o organismo associadas a parede dos
vasos sanguineos e que contribuam para a manutencdo da homeostasia tecidual e do sistema
imune e que, diante de uma leséo, elas exercam um papel de protecdo dos tecidos injuriados
contra repostas imunes exacerbadas, promovendo reposicao celular e regeneracéo tecidual (da
Silva Meirelles et al., 2008; Crisan et al., 2008; Schmitt et al., 2012).

Atualmente, células com caracteristicas semelhantes as MSCs da medula déssea foram
isoladas de diversos tecidos como tecido adiposo (Zuk et al., 2001), pulmdes (Sabatini et al.,
2005), liquido amniético (De Coppi et al., 2007), membrana sinovial (De Bari, 2001), sangue
menstrual (Musina, 2008), polpa dental (Gronthos, 2000), sangue periférico (Kuznetsov 2001)
e corddo umbilical (Secco et al., 2008).

Devido ao grande numero de estudos descrevendo a presenca de MSCs em diferentes
tecidos e a variedade de métodos de isolamento, expansdo e caracterizacdo utilizados, a
Sociedade Internacional de Terapia Celular propés os seguintes critérios minimos para a
definicdo de MSCs humanas (Dominici et al., 2006):

1. aderéncia a superficie plastica quando mantidas em condi¢Ges de cultivo

padronizadas;
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2. no minimo, 95% da populacdo celular deve expressar 0s antigenos de
superficie CD73, CD90, CD105 e ndo devem expressar os antigenos CD45, CD34, CD14 ou
CDI11b, CD19 ou CD79a ¢ HLA-DR (no méaximo, 2% da populacao positiva);

3. multipoténcia in vitro, ou seja, capacidade de diferenciar em osteoblastos,
adipdcitos e condroblastos quando estimuladas.

Apesar das MSCs da medula 6ssea serem candidatas atraentes para uso na medicina
regenerativa, a sua utilizagéo clinica apresenta alguns problemas que incluem dor, morbidade
e baixo numero de células apos a coleta (Zuk et al., 2002; Wang et al., 2011). Além disso, 0
namero, a frequéncia e a capacidade de diferenciagdo das MSCs da medula dssea decrescem
com o aumento da idade (Stenderup, 2003).

Dessa forma, o tecido adiposo apresenta algumas vantagens em relacdo a medula
Ossea. O tecido adiposo € um subproduto descartavel de cirurgias plasticas obtido em maiores
quantidades e por métodos menos invasivos. Além disso, as células-tronco humanas derivadas
do tecido adiposo (hASCs — human adipose stem cells) apresentam frequéncia e taxa de
proliferacdo maior e podem ser cultivadas por maior tempo sem senescer (Kern et al., 2006;
Nakagami et al., 2006; Taha & Hedayati, 2010). Segundo Fraser (2006), o nimero de células-
tronco em 1g de tecido adiposo é cerca de 500 vezes maior do que em 1g de medula 6ssea.
Assim, o tecido adiposo pode ser considerado a fonte mais abundante e acessivel de celulas-
tronco adultas para uso na medicina regenerativa (Strem et al., 2005; Mizuno, 2009; Zhu et
al., 2012).

As hASCs foram primeiramente isoladas por Zuk e colaboradores, em 2001, a partir
da fracdo estromal do tecido adiposo obtido de lipoaspiracdo. Essas células foram capazes de
se diferenciarem em osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos e mioblastos e apresentaram
caracteristicas semelhantes as MSCs da medula 6ssea. Recentemente, foi demonstrado o
potencial de diferenciacdo dessas células em células endoteliais (Planat-Benard et al., 2004),
cardiomidcitos (Strem et al., 2005), células pancreéticas (Timper et al., 2006), neurbnios
(Anghileri et al., 2008) e hepatocitos (Aurich et al., 2009).

Inimeros estudos tém identificado a presenca de fontes abundantes de hASCs em
diferentes depositos anatdmicos de tecido adiposo, como no tecido adiposo subcutaneo do
abdémen, do quadril e da regido da tibia, no tecido adiposo do omento e do mesentério e, no
tecido adiposo infrapatelar (Dragoo et al., 2003; Tchkonia et al., 2006; Mochizuki et al., 2006;
Fraser et al., 2007; Maiorana et al., 2009; Rada et al., 2009; Guilak et al., 2010). Trabalhos
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recentes identificaram a presenca de células-tronco nas bolsas de gordura da palpebra (OFSCs

- orbital fat-derived stem cells).

1.1.2. Células-tronco das bolsas de gordura da palpebra e medicina regenerativa ocular

Korn et al. (2009) desenvolveram o primeiro estudo de identificacdo de células-tronco
das bolsas de gordura da palpebra humana capazes de se diferenciarem em adipocitos, células
musculares lisas e em linhagens neuronais e gliais. Ho et al. (2011) evidenciaram que além do
potencial de diferenciacdo em tipos celulares de origem mesodérmica, as OFSCs também
possuem o potencial de se diferenciar em células epiteliais da cornea.

As bolsas de gordura da palpebra sdo uma fonte potencial de isolamento de MSCs para
uso na medicina regenerativa ocular, tendo em vista que, o tecido conjuntivo orbital
compartilha a mesma origem embriolégica com muitas estruturas oculares. Durante o
desenvolvimento embrionério, muitos dos tecidos oculares e orbitais sdo derivados do
neuroectoderma e, em particular, da crista neural (Ho et al., 2011). A maioria das células
mesenguimais da regido ocular originam-se das células da crista neural, sendo que os tecidos
conjuntivos orbitais e oculares s&o, em sua maioria, derivados dessa estrutura (Johnston et al.,
1979; Billon et al., 2007). O mesoderma participa de uma forma bem menos significativa para
a formacdo dos tecidos oculares, sendo que apenas as fibras dos muasculos extraoculares e a
linhagem endotelial dos vasos sanguineos sdo derivadas desse folheto embrionario (Korn et
al., 2009; Ho et al., 2011). Assim, o tecido adiposo orbital é derivado da crista neural e ndo do
mesoderma como a maioria do tecido adiposo do corpo (Johnston, 1979; Billon et al., 2008).
Devido a essas caracteristicas embrioldgicas, acredita-se que as bolsas de gordura da palpebra
possuam uma populacdo de MSCs com caracteristicas Unicas (Korn et al., 2009).

Além de ser uma nova fonte em potencial para uso na medicina regenerativa ocular, as
OFSCs podem facilitar o entendimento de doengas oftalmicas, ja que algumas doencas podem
estar diretamente envolvidas com essas células, como a orbitopatia tireoideana. Sabe-se que
em uma parcela de pacientes com essa doenca ha uma expanséo seletiva do compartimento de
gordura orbital (Korn et al., 2007). Assim, o estudo in vitro das OFSCs de pacientes com
orbitopatia tireoideana pode fornecer dados valiosos sobre essa doenca e esclarecer se a via de

diferenciacéo adipogénica das OFSCs esta favorecida nessa doenga.
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Korn et al. (2009) apontam que as possibilidades de uso terapéutico das OFSCs sé&o
amplas e elas podem ser aplicadas clinicamente a uma série de doencas incluindo doencas da

retina, glaucoma, doencas neuro-oftamologicas e doencas da superficie ocular.

1.1.3. Células-tronco e reconstrucdo da superficie ocular

O epitelio da cornea € fundamental para a visdo e manutencdo da transparéncia da
cornea. As células-tronco responsaveis pela renovacdo constante e reparacdo desse epitélio
estdo localizadas na camada basal do epitélio limbico (Shortt et al., 2007; Gu et al., 2009). O
limbo esclero-corneano é a regido de transi¢do entre a cdrnea e a conjuntiva bulbar e atua
como uma importante barreira entre o epitélio corneano e o epitélio conjuntival impedindo a
neovascularizacdo e a invasdo da superficie corneana pelo epitélio conjuntival mantendo
assim a transparéncia e integridade da cornea (Dua & Azuara-Blanco, 2000; Baylis et al.,
2011).

A deficiéncia parcial ou total de células-tronco do limbo (LSCs - limbal stem cells)
pode ocorrer devido a uma variedade de causas como queimaduras quimicas ou térmicas,
Sindrome de Stevens-Johnson, penfigdide ocular cicatricial, tumores, infeccdes, dentre outras
(Casaroli-Marano et al., 2013; Covre et al., 2013). Estas afeccdes que acometem a regido
limbica podem desencadear alteragdes significativas na cornea como a ocorréncia de defeitos
epiteliais persistentes, conjuntivalizacdo (invasdo da superficie corneana pelo epitélio
conjuntival), opacificacdo, neovascularizacdo, inflamacdo cronica e cicatrizacdo estromal,
levando a fotofobia, dor, diminuicdo da acuidade visual, podendo conduzir a cegueira
(Ricardo, 2010; Zhu et al., 2013). Estima-se que a deficiéncia de LSCs afeta milhdes de
pessoas ao redor do mundo sendo um dos grandes fatores responsaveis pelas doencas da
cdrnea que representam a segunda causa mais comum de cegueira depois da catarata (Kolli et
al., 2010; Sharma et al., 2011).

Os transplantes aut6logos ou aldégenos de células epiteliais do limbo e da mucosa oral
expandidas ex vivo sdo opcdes de tratamento para a deficiéncia de LSC (Pellegrini et al.,
1997; Blazejewska et al., 2009; Sharma et al., 2011). A maioria dos estudos envolvendo
cultura em suspensdo dessas células utiliza camada nutriente de fibroblastos de camundongo
3T3 mitoticamente inativados com mitomicina C ou irradiados a fim de aumentar o

crescimento, a sobrevivéncia e manter as caracteristicas das células-tronco epiteliais durante o
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processo de cultivo (Cristovam et al., 2008; Lu et al., 2012). Estes fibroblastos, além de
sintetizarem fibronectina, pequenas quantidades de colageno tipo IV e laminina, secretam
também fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular ao meio de cultura (Green,
1978; Alitalo et al., 1982).

Apesar do desenvolvimento de estratégias terapéuticas como o transplante de células
epiteliais do limbo e da mucosa oral ainda ndo ha terapias seguras para as formas mais severas
de deficiéncia de LSC, especialmente quando esta ¢ bilateral (Nakamura & Kinoshita, 2003;
Nishida et al., 2004; Gu et al., 2009). Assim, é importante pesquisar fontes alternativas de
células-tronco autdlogas para a reparacao e reconstrucdo da superficie ocular deficiente de
LSC (Blazejewska et al., 2009). Nos ultimos anos, pesquisas estdo sendo conduzidas
utilizando células-tronco epiteliais da conjuntiva (Tanioka et al., 2006), células-tronco da
epiderme (Gao et al., 2007), células-tronco embrionarias (Homma et al., 2004; Ahmad et al.
2007), células-tronco epiteliais do foliculo piloso (Blazejewska et al., 2009), células epiteliais
da membrana amni6tica (Parmar et al., 2006), células-tronco da polpa de dente de leite
(Gomes et al., 2010) e células-tronco mesenquimais da medula éssea (Gu et al., 2009).

A fim de direcionar a diferenciacao das células-tronco em células epiteliais da cornea
varios trabalhos buscam replicar, in vitro, os fatores presentes no nicho das LSCs (Ahmad et
al., 2007; Li et al., 2007; Blazejewska et al., 2009). Atualmente, é bem estabelecido que o
nicho desempenha importante papel na manutencao das propriedades das células-tronco (Li &
Neaves, 2006). Dessa forma, a manutencdo das caracteristicas de indiferenciacdo e
proliferacdo das LSCs sdo controladas por fatores presentes no seu nicho, incluindo colageno
IV, laminina, fibronectina e fibroblastos do limbo (Li et al., 2007; Ordonez & Girolamo,
2012). Estes fibroblastos constituem o principal componente do estroma celular do limbo e
produzem varias citocinas e fatores de crescimento que promovem a cicatrizacdo de feridas do
epitélio da cornea pelas LSCs (Li & Tseng, 1996). Por essa razdo, os fibroblastos do limbo
sdo utilizados para condicionar o meio de cultura que € utilizado, posteriormente, para induzir
a diferenciacdo de células-tronco em células epiteliais da cérnea (Ahmad et al., 2007;
Blazejewska et al., 2009; Notara et al., 2010; Amirjamshidi et al., 2011).

Apesar dos fibroblastos da derme nédo estarem presentes no nicho das LSCs in vivo, é
possivel que eles produzam fatores idénticos aqueles sintetizados pelos fibroblastos do limbo
(Fukuda et al., 2003). Acredita-se que os fibroblastos de varios nichos de células-tronco
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possuam caracteristicas em comum, como a produgdo de citocinas comuns, as quais sdo vitais
para manter as propriedades das células-tronco adultas (Sharma et al., 2011).

Nesse contexto, 0 nosso grupo de pesquisa hipotetiza que as OFSCs podem se
comprometer com a linhagem de células epiteliais da cdrnea quando cultivadas na presenca
do meio de cultura condicionado por fibroblastos obtidos da pele da palpebra em substituicéo
ao meio condicionado por fibroblastos do limbo.

Para testar a hipOtese acima € essencial fazer um estudo prévio de caracterizacdo das
duas populacbes celulares, OFSCs e fibroblastos, tendo em vista a grande controvérsia

existente na literatura a respeito das diferencas entre MSCs e fibroblastos.

1.1.4. Diferencas entre células-tronco mesenquimais e fibroblastos

Os fibroblastos séo células mesenquimais identificadas por sua morfologia, habilidade
de aderéncia a superficie plastica, auséncia de marcadores das linhagens epiteliais, vasculares
e leucocitarias, sendo responsaveis pela sintese e remodelacdo da matriz extracelular. Eles
desempenham importante papel durante o desenvolvimento, manutencdo e reparagéo tecidual
(Flavell et al., 2008).

Apesar da ampla quantidade de estudos envolvendo essas celulas, ainda ndo ha
marcadores especificos que permitam a clara distin¢do entre MSCs e fibroblastos de tal forma
que as diferencgas entre estes dois tipos celulares ainda ndo sdo completamente conhecidas
(Hematti, 2012). Embora amplamente reconhecidas como uma entidade celular Unica, as
MSCs compartilham semelhancas in vitro com fibroblastos no que diz respeito ao tamanho
celular, morfologia, imunofen6tipo, capacidade proliferativa e propriedade imunomodulatéria
(Sabatini et al., 2005; Lysy et al., 2007; Haniffa et al., 2007).

Em contraste com as MSCs, os fibroblastos sdo considerados células terminalmente
diferenciadas que ndo possuem a capacidade de se diferenciar em outros tipos celulares (Bae
et al., 2009; Cappellesso-Fleury et al., 2010; Pereira et al., 2010). Tradicionalmente, a
capacidade de diferenciacdo tem sido o critério utilizado para distinguir fibroblastos e MSCs
(Alt et al., 2011). Assim, os fibroblastos séo, comumente, utilizados como controle negativo
para a avalicdo da capacidade de diferenciacdo das MSCs em diversos estudos (Wagner et al,.
2005; Brendel et al., 2005; Alt et al., 2011). No entanto, esse critério de distin¢do entre MSCs

e fibroblastos perdeu, recentemente, a sua clareza, devido aos resultados contraditérios
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obtidos por pesquisas relacionadas a capacidade de diferenciacdo dos fibroblastos (Bae,
2009). Vérios estudos demonstram que, assim como as OFSCs, os fibroblastos sdo capazes de
se diferenciar em adipdcitos, osteoblastos e condrocitos (Chen et al., 2007; Covas et al., 2008;
Lorenz et al., 2008; Blasi et al., 2011; Brohem et al. 2013).

Até mesmo os estudos dos padrdes de expressdo génica tém produzido resultados
contraditorios em relacdo a distingdo entre MSCs e fibroblastos. Enquanto alguns estudos
mostram diferencas no padréo de expressao génica, outros estudos mostram que 0s dois tipos
celulares compartilham um padréo de expressdo génica global (Covas et al., 2008; Bae et al.,
2009; Alt et al., 2011, Jaager et al., 2012).

A maioria dos estudos de comparacdo entre MSCs e fibroblastos foram desenvolvidos
utilizando células disponiveis comercialmente, de fundo genético desconhecido e que,
dificilmente, foram isoladas a partir do mesmo doador (Jaager et al., 2011). A comparacao
entre células isoladas de diferentes doadores pode introduzir variac@es individuais para a
comparacédo de diferentes tipos celulares e levar a variagdes nos padrdes de expressao génica
e funcdes celulares que ndo podem ser diretamente associadas a identidades celulares distintas
(Jaager et al., 2012).

Como os fibroblastos sdo amplamente distribuidos por todo o corpo, eles sdo
suscetiveis de permanecer como um contaminante indesejavel em culturas primarias, se
propagando em conjunto com as MSCs durante o cultivo in vitro, o que representa um risco
para 0 uso clinico dessas células (Bae et al., 2009). Em 2008, Pereira e colaboradores
demonstraram que o transplante de MSCs contaminadas com fibroblastos reverteu a eficacia
terapéutica do transplante de MSCs e causou efeitos nocivos, exacerbando a
neurodegeneracdo e os déficitis motores em modelo pré-clinico de doenca de Parkinson.

Todos estes dados colocados acima sublinham a importancia de se definir claramente e
distinguir esses dois tipos celulares in vitro. Entender as diferencas entre MSCs e fibroblastos
é importante para a compreensdo da biologia dessas células e para futura utilizacdo segura
destas no campo da medicina regenerativa (Cappellesso-Fleury et al., 2010).

1.1.5. Palpebras como fonte de fibroblastos e MSCs para estudo comparativo

As palpebras fornecem protecdo mecénica ao globo ocular, produzem o componente

gorduroso da lagrima, ajudam a impedir a sua evaporagdo e auxiliam na lubrificacdo da
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superficie ocular espalhando homogeneamente a lagrima sobre essa superficie. Elas ainda
agem na limpeza dos detritos e metabdlitos corneoconjuntivais varrendo a lagrima para as
vias lacrimais excretoras (Neto, 2011).

Cada pélpebra apresenta quatro folhetos anatémicos, sendo, de fora para dentro: pele,
masculo orbicular, tarso e conjuntiva (Neto, 2011).

A pele palpebral difere da maioria das outras partes do corpo por ser fina, frouxa e
elastica, sendo o tecido adiposo subcutaneo praticamente inexistente nessa estrutura (Vaughan
& Asbury, 2011).

O musculo orbicular do olho é fino, eliptico e circunda o adito da 6rbita sendo
responsavel pelo fechamento das palpebras (Dantas, 2011).

O tarso é a principal estrutura de sustentacdo das palpebras e é constituido por tecido
conjuntivo fibroso denso e uma pequena quantidade de tecido elastico. O tarso esta ligado ao
periosteo do rebordo orbitario pelo septo orbitario, que é formado por uma fascia delgada.
Posterior ao septo, encontram-se pequenas acumulacGes de tecido adiposo rodeadas por uma
fina membrana com o formato de bolsas de gordura (Moura et al., 1997; Vaughan & Asbury,
2011). Na palpebra superior sdo duas: a nasal (menor e de cor mais clara) e a central (de cor
amarelada). Varios autores relatam a presenca de uma terceira bolsa de gordura adicional na
palpebra superior em, aproximadamente, 21% da populacdo (Persichetti et al., 2004).

Posteriormente, as palpebras sdo delineadas por uma camada de membrana mucosa, a
conjuntiva palpebral, que esta aderida firmemente ao tarso.

O envelhecimento das estruturas palpebrais causa alteracdes anatdmicas e funcionais
que podem provocar déficit de acuidade visual; diminuicdo do campo visual, causado por
obstrucdo mecanica; alteracdo da cosmética das palpebras; cefaléia frontal e excessiva fadiga
a leitura, pelo uso cronico da musculatura frontal para vencer a obstrucdo visual (De Angelis
& Carter, 2002; Schellini et al., 2005). A fim de reverter esse quadro, muitos individuos
recorrem a blefaroplastia, que é a cirurgia plastica de reconstrucao palpebral (Ishizuka, 2012).

Atualmente, € crescente o numero de individuos que recorrem a blefaroplastia, na qual
sdo removidos, na maioria das vezes, a pele e as bolsas de gordura palpebral. Esses tecidos,
que sdo geralmente desprezados, constituem uma promissora fonte de fibroblastos e MSCs
para estudo comparativo, tendo em vista as caracteristicas anatdbmicas da palpebra. A pele da
palpebra, como colocado acima, possui escassez de tecido adiposo subcutaneo. Assim, o

isolamento de fibroblastos da pele da palpebra pode se dar de forma segura, sem riscos de
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contamina¢do com MSCs derivadas do tecido adiposo subcuténeo. J& as MSCs podem ser
isoladas de forma segura das bolsas de gordura, sem risco de contaminagao por fibroblastos
dérmicos, tendo em vista a separacdo anatdmica existente entre os compartimentos de gordura

e a pele palpebral.

1.1.6. Eliminacéo de elementos xenobidticos em culturas celulares

Outra potencial aplicacdo dos fibroblastos obtidos da pele da palpebra humana
consiste no uso como substituto dos fibroblastos de camundongo 3T3 que sdo atualmente
utilizados como camada nutriente das células epiteliais limbicas e da mucosa oral nos
sistemas de co-cultura visando reconstrucdo da cérnea. Sharma et al. (2011) apontam que
fibroblastos da derme podem produzir fatores semelhantes aos produzidos pelos fibroblastos
3T3 em cultura. O uso de células xenogénicas (de origem animal) nesse sistema de co-cultivo
tem sido um dos principais obstaculos para a aplicacdo clinica dessa técnica devido aos riscos
de transmissdo de patdgenos e de inducdo da resposta imunoldgica inerentes ao uso de
derivados de origem animal (Martin et al., 2005).

A auséncia de elementos xenobioticos em culturas celulares é preconizada pelos
protocolos de Boas Préticas de Manipulacdo como uma das formas seguras para utilizacdo
terapéutica das células-tronco (Lindroos et al., 2011). Assim, h& a necessidade de pesquisas
por camadas nutrientes de origem humana, sendo que Sharma et al. (2011) mostraram que
camadas nutrientes de fibroblastos da derme humana foram capazes de manter o crescimento
e as caracteristicas das células-tronco epiteliais do limbo e da mucosa oral.

Outra forma de minimizar o uso de produtos de origem animal no cultivo de células
importantes para terapia celular humana consiste em substituir o soro fetal bovino (SFB)
comumente utilizado como suplemento dos meios de cultura celular por suplementos de
origem humana. O SFB ¢é uma fonte indesejavel de proteinas xenogénicas que podem ser
internalizadas ou aderir a superficie das células-tronco provocando reagdes imunoldgicas
(Spees et al., 2004; Martin et al., 2005; Heiskanen et al., 2007). Esse soro pode conter
também endotoxinas e ser uma fonte de micro-organismos patogénicos, como virus, bactérias
e prions (Manello & Tonti, 2007). Além disso, 0 SFB apresenta variagdes nas concentragdes

de nutrientes de um lote para o outro, sua composi¢do ndo € completamente conhecida e seu
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uso representa um problema ético devido a morte de milhdes de fetos para sua obtencédo
(Brunner et al., 2010; lIsaac et al., 2011).

Dessa forma, diversos estudos vém sendo conduzidos na tentativa de substituir o SFB
por suplementos livres de componentes animais como o soro humano alogénico ou autélogo
(Lin et al., 2005; Pérez-llzarbe et al., 2009; Paula et al., 2012), o plasma humano aut6logo
(Lin et al.,, 2005), soro humano AB alogénico ou autélogo (Shahdadfar et al., 2005;
Kocaoemer et al., 2007; Bieback et al., 2009; Lindroos et al., 2010), plasma rico em plaquetas
— trombina ativada (Kocaoemer et al., 2007; Bieback et al., 2009; Cho et al., 2011), plasma
autologo derivado da medula déssea (Schecroun & Delloye, 2004; Sun et al., 2008), lisado
plaquetario humano (Bernardo et al., 2007; Bieback et al., 2009; Pérez-llzarbe et al., 2009) e
meios de cultura quimicamente definidos, livres de soro (van der Valk et al., 2010; Hudson et
al., 2011 Gottipamula et al., 2013). Entretanto, os dois estudos presentes na literatura, até o
momento, que buscaram caracterizar as OFSCs utilizaram meios de cultura contendo SFB
(Korn et al., 2009; Ho et al., 2011). Assim, é importante fazer um estudo dessas células em

meio de cultura livre de componentes animais.
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2. JUSTIFICATIVA

Para futura utilizacdo segura das OFSCs no campo da medicina regenerativa é
fundamental estabelecer condi¢cdes de cultivo livres de componentes animais assim como
definir claramente a populagdo de células-tronco diferenciando-a de outros tipos celulares,
como os fibroblastos. Este é o primeiro trabalho que avalia a cinética de proliferacdo e as
caracteristicas fenotipicas e funcionais das OFSCs em meio de cultura contendo suplementos
humanos em substituicdo ao SFB.

Devido as caracteristicas anatdmicas e embrioldgicas das palpebras, elas constituem
uma interessante fonte de fibroblastos e células-tronco mesenquimais para estudo
comparativo sendo que essas células também apresentam enorme potencial para uso na
medicina regenerativa ocular. Neste contexto, este € um trabalho pioneiro que visa comparar
fenotipica e funcionalmente as OFSCs com os fibroblastos isolados da pele da palpebra. A
caracterizacgéo e distincdo destas duas populacgdes celulares possibilitardo futuros estudos de
avaliacdo dos fibroblastos da palpebra como substituto dos fibroblastos do limbo em trabalhos
visando a reconstrucdo da superficie ocular e permitirdo também estudos de avaliacdo das

palpebras como um nicho de células-tronco para o globo ocular.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Comparar fenotipica e funcionalmente células-tronco humanas isoladas das bolsas de
gordura e fibroblastos residentes na pele da pélpebra cultivados em meio de cultura livre de
componentes animais.
3.2. Objetivos Especificos

- Estudar as condicgdes de isolamento e cultivo das OFSCs.

- Avaliar a capacidade de expansdo das OFSCs em meio de cultura suplementado com plasma

ou soro alogénico humano em comparagéo ao SFB.

- Estudar as condigdes de isolamento e cultivo de fibroblastos da pele da palpebra.

- Comparar a cinética de proliferacdo das OFSCs e fibroblastos.

- Caracterizar fenotipicamente as OFSCs e fibroblastos.

- Avaliar a capacidade de diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica das OFSCs
e fibroblastos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Histologia da pele e das bolsas de gordura da palpebra

A pele e as bolsas de gordura da palpebra superior foram obtidas de pacientes
submetidos a blefaroplastia na Clinica de Olhos da Santa Casa de Misericordia de Belo
Horizonte ou na Sociedade Oftamologica de Minas Gerais, de acordo com as normas
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais -
UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149). Logo apds a remocdo cirurgica, as amostras foram
colocadas em tubos conicos de polietileno de 50 mL (Sarstedt) contendo 20 mL do fixador
Bouin (solucdo aquosa saturada de acido picrico/formol 37%/acido acético) e encaminhadas
ao Laboratdrio de Imunologia Celular e Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)
da UFMG. As amostras foram fixadas por 24 horas.

Apos a fixacdo, a pele e as bolsas de gordura da pélpebra foram incluidas em parafina.
Para tanto, as amostras passaram por uma fase de desidratacdo, com imersdo em séries
crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90%, 95% e absoluto I, Il e I11) por um periodo de 30
minutos em cada banho. Apo6s a fase de desidratacéo, foi realizada a diafanizacdo por meio da
imersdo das amostras em trés banhos de xilol por um periodo de 20 minutos em cada. Em
sequida, foi realizada a fase de infiltracdo, com imersdo das amostras em trés banhos de
parafina a 58°C por um periodo de 20 minutos em cada banho. A seguir, foi feita a inclusdo
em parafina. Cortes de 7 um de espessura foram montados em laminas histoldgicas e corados
por hematoxilina e eosina. Os cortes foram observados e fotografados ao microscépio de luz
(Olympus BX-41/camera digital colorida Q-Color3 da QImaging).

4.2. Meios de cultura celular

Inicialmente, foi realizado um estudo de comparacdo da capacidade de expansdo das
OFSCs em meios de cultura suplementado com plasma alogénico humano (PH) ou soro
alogénico humano (SH) em relagdo ao meio de cultura suplementado com SFB. Apds esse
estudo, foi feita a escolha pelo suplemento humano que levou a maior proliferacéo celular (o

PH ou SH) e este foi utilizado na producdo do meio de cultura dos estudos posteriores de
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caracterizagdo fenotipica e diferenciagdo celular. O meio de cultura escolhido foi utilizado
para o isolamento, expansao e todos os estudos envolvendo os fibroblastos.

4.2.1. Meios de cultura basal

Foi utlizado o meio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich)
suplementado com 5 mM de bicarbonato de sédio (Vetec); 100 unidades/mL de penicilina,
0,1 mg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B (PSA - Sigma-Aldrich); 60
mg/L de gentamicina (Schering-Plough). Foram utilizados trés meios de cultura basal
diferentes, sendo:

Q) meio de cultura basal suplementado com 10% de SFB (Cripion);

(i) meio de cultura basal suplementado com 10% de SH;

(iii)  meio de cultura basal suplementado com 10% de PH;

O pH dos meios foi ajustado para 7,2 e, em seguida, 0os meios foram filtrados com

membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 um (Millipore).

4.2.1.1. Obtencao do pool de soro alogénico humano

O soro humano foi obtido de doadores voluntarios, entre 20 e 37 anos, submetidos a
técnica de coleta de sangue convencional com tubos para coleta de sangue a vacuo e sem
anticoagulante (Vacuplast), de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149). Apo6s a coagulacdo espontanea, o
sangue total foi centrifugado a 2000 rpm, a temperatura ambiente, por 10 minutos, para a
separacdo do soro. O soro de diferentes doadores foi removido dos tubos de coleta e
misturados para produzir o SH. Posteriormente, o soro foi inativado a 56°C, por 30 minutos e

congelado a -20°C.

4.2.1.2. Obtencgéo do plasma alogénico humano

Bolsas de plasma foram obtidas da Fundagdo Hemominas. O plasma obtido do sangue
total com anticoagulante (CPDA-1 - &cido citrico, citrato de sddio, fosfato de sodio e
dextrose) foi transferido para tubos conicos de polietileno de 50 mL onde foi adicionada
solugdo de CaCl, 0,025 M. Os tubos foram colocados em banho-maria a 37 °C por 15

minutos. Posteriormente, foi feita centrifugacdo a 3500 rpm por 10 minutos e a rede de fibrina
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formada foi retirada. O sobrenadante foi coletado, inativado a 56°C, por 30 minutos e
congelado a -20°C.

4.2.2. Meios de diferenciacdo
4.2.2.1. Meio osteogénico

Ao meio de cultura basal suplementado com 10% de SH foram adicionados o0s
seguintes fatores indutores: 10 mM de BR-glicerofosfato (Sigma-Aldrich), 50 pg/mL de acido
ascorbico (Ecibra) e 0,1 mM dexametasona (Aché) (Zuk et al., 2001; Paula et al., 2013). O pH
do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, o meio foi filtrado com membrana de difluoreto

de polivinilideno de 0,22 um.

4.2.2.2. Meio adipogénico

Ao meio de cultura basal suplementado com 10% de SH foram adicionados 0,1 mM
de dexametasona, 200 unidades/mL de insulina (Eli Lilly), 200 uM de indometacina (Sigma-
Aldrich), 500 pM de isobutil-metilxantina (Sigma-Aldrich) (Zuk et al., 2001). Para

esterilizagdo, o meio foi filtrado em membrana de difluoreto de polivinilideno 0,22 pum.

4.2.2.3. Meio condrogénico

Para produgéo do meio condrogénico foram adicionados os seguintes fatores indutores
ao meio de cultura basal suplementado com 1% de SH: 0,0lpg/mL de TGFp-1(Sigma-
Aldrich), 1 mM de dexametasona, 5 mg/ml de acido ascorbico, 200 unidades/mL de insulina,
3,25ug/ml de transferrina (Wako), 1 mM de piruvato (Sigma-Aldrich), 125ug/ml de BSA
(PAA) (Zuk et al., 2001). Para esterilizagdo, essa solugdo foi filtrada em membrana de

difluoreto de polivinilideno 0,22 pum.

4.3. Isolamento e cultivo das OFSCs

O tecido adiposo foi obtido das bolsas de gordura da palpebra superior removidas
durante blefaroplastia de cinco pacientes saudaveis, com idade entre 52 e 65 anos, internados
na Clinica de Olhos da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte ou na Sociedade
Oftamoldgica de Minas Gerais, de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149). Logo ap6s a remogdo da gordura, esta
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foi transferida para tubos de polietileno de 50 mL contendo 20 mL de meio de cultura basal
sem soro. O tecido foi entdo encaminhado ao Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular
localizado ICB - UFMG.

Em capela de fluxo laminar, o tecido foi lavado em tampéo fosfato salina 0,15M, pH
7,2 (PBS). A gordura foi picotada e tratada com solucdo de colagenase tipo | 0,10% (Life
Technologies) em PBS 0,15 M, por 1 hora, em estufa a 37°C, atmosfera imida e 5% CO,,
para digestdo da matriz extracelular. Durante esse periodo, a cada 15 minutos, o tubo
contendo a gordura era agitado vigorosamente. Decorrido o periodo de 1 hora, a digestdo foi
interrompida pela adi¢cdo de meio de cultura basal. A seguir, o tubo foi centrifugado a 1400
rpm por 10 minutos. Ao final da centrifugagéo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
contendo a fracdo celular foi ressuspenso em meio de cultura basal e transferido para garrafas
de cultura celular T-25 (Sarstedt) que foram mantidas em estufa a 37°C, atmosfera Umida e
5% CO,.

Ap6s um dia de cultivo, o conteudo das garrafas de cultura foi transferido para tubos
de polietileno (50 mL) e centrifugado a 1400 rpm a 20 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado formado suspendido em 5 mL do meio de cultura basal e
acondicionados em novas garrafas de cultura celular T-25.

A cada dois dias o meio de cultura foi removido e as células lavadas com 10 mL de
PBS 0,15 M, pH 7,2, para remogdo de células sanguineas residuais e ndo aderentes. Quando
as células atingiram 70-80% de confluéncia, o meio de cultura foi retirado, as células foram
lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e tratadas com 1 mL de tripsina 0,05% EDTA
(Invitrogen), por 5 minutos. Apés a acdo da tripsina, esta foi inativada com meio de cultura
basal (9 mL) e a suspensdo formada foi dividida em novas garrafas de cultura celular. As
células foram expandidas, dessa maneira, até a 4° passagem para serem utilizadas nos

experimentos e por mais passagens para acompanhar as culturas ao longo das mesmas.

4.4. Isolamento e cultivo dos fibroblastos

Os fibroblastos foram obtidos da pele da palpebra superior de cinco pacientes
saudaveis, com idade entre 52 e 65 anos, submetidos a blefaroplastia realizada na Clinica de
Olhos da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte ou na Sociedade Oftamoldgica de

Minas Gerais, de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da
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UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149). Logo ap6s a remocéao da pele, esta foi transferida
para tubos de polietileno de 50 mL contendo 20 mL de meio de cultura DMEM sem soro. A
pele foi entdo encaminhada ao Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular localizado no
ICB - UFMG.

Em capela de fluxo laminar, a pele foi lavada em PBS 0,15M, pH 7,2 e transferida
para placa de cultura celular de 10 centimetros (Sarstedt) onde foi cortada em pedagos de,
aproximadamente, 1 mm?. Os pedacos de pele foram transferidos para tubo contendo solugéo
de colagenase tipo | 0,10% em PBS 0,15 M e incubados por 3 horas, em estufa a 37°C,
atmosfera Umida e 5% CO,. Durante esse periodo, a cada 15 minutos, o tubo contendo a pele
foi agitado vigorosamente. Decorrido o periodo de 3 horas, a digestdo foi interrompida pela
adicdo de meio de cultura basal suplementado com 10% SH. A seguir, o tubo foi centrifugado
a 1400 rpm por 10 minutos. Ao final da centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado, o
precipitado foi ressuspenso em meio de cultura basal e transferido para garrafas de cultura
celular T-25 e mantidas em estufa a 37°C, atmosfera imida e 5% CO,.

Apés dois dias de cultivo, o contetido das garrafas de cultura foi transferido para tubos
de polietileno (50 mL) e centrifugado a 1400 rpm a 20°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado formado foi suspendido em 5 mL do respectivo meio de cultura
basal e acondicionados em novas garrafas de cultura celular T-25.

A cada dois dias o meio de cultura foi removido e as células lavadas com 10 mL de
PBS 0,15 M, pH 7,2 e, em seguida, foi adicionado novo meio de cultura basal. Quando as
células atingiram 70-80% de confluéncia, o meio de cultura foi retirado, as células foram
lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e tratadas com 1 mL de tripsina 0,05% EDTA,
por 5 minutos. Apds a acdo da tripsina, esta foi inativada com meio de cultura basal (9 mL) e
a suspensdo formada foi dividida em duas novas garrafas de cultura celular T-75. As células
foram expandidas, dessa maneira, até a 4% passagem para serem utilizadas nos experimentos e

por mais passagens para acompanhar as culturas ao longo das mesmas.
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4.5. Cinética de proliferacdo celular

4.5.1. Taxa de duplicacdo acumulada e tempo de duplicacdo da populacéo

As OFSCs foram expandidas além da 42 passagem nos trés diferentes meios de cultura
basal (suplementado com 10% de SFB ou 10% de PH ou 10% de SH). Os fibroblastos
também foram expandidos além da 4? passagem no meio de cultura suplementando com SH.
Ao alcancarem a confluéncia, em cada passagem, as células foram contadas e a taxa de
duplicacdo da populacdo de cada passagem foi determinada. As culturas celulares foram
descontinuadas a partir do momento em que as células demoraram mais de 15 dias para
confluir.

Para este ensaio, as células foram acompanhadas desde seu isolamento, sendo que em
cada passagem, foram plaqueadas 1x10° células/garrafa de cultura celular T25 e incubadas &
37°C, atmosfera umida e 5% CO; até alcangcarem a confluéncia. As culturas confluentes foram
contadas: para isso, foram lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e removidas das
garrafas de cultura celular T25 utilizando solucéo de tripsina 0,05% EDTA por 5 minutos. As
células foram centrifugadas a 1400 rpm por 10 minutos e suspendidas em 1 mL de meio de
cultura basal para contagem do nimero de células por meio de um hemocitémetro (HBG).

A taxa de duplicacéo da populacdo de cada passagem foi determinada utilizando-se a
seguinte formula:

X = [log1oN2 — logi;oN1] + logi02
na qual,

x: taxa de duplicagéo da populacéo;

N2: nimero de células contadas ao alcangcarem confluéncia;

N1: nimero de células plaqueadas.

Para calcular a taxa de duplicacdo acumulada da populacéo, a taxa de duplicacdo da
populagéo determinada em cada passagem foi adicionada a da passagem anterior (Kocaoemer
et al., 2007).

Paralelamente, o tempo de duplicacdo das células cultivadas nos diferentes meios de
cultura foi determinado utilizando-se a seguinte formula:

y =(T2-T1) x log102 + log10(N2 + N1)

na qual,
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y: tempo de duplicacéo;

T2: horario de contagem das células;

T1: horario de plagueamento das células;

N2: numero de células contadas ao alcancarem confluéncia;

N1: nimero de células plaqueadas.

4.5.2. Curva de crescimento

As curvas de crescimento das OFSCs cultivadas nos trés diferentes meios de cultura
basal (suplementado com 10% de SFB ou 10% de PH ou 10% de SH) e dos fibroblastos
cultivados no meio suplementando com SH foram determinadas pela contagem do nimero de
células em tempo definidos. No tempo zero, 5x10° células, na 42 passagem, foram plaqueadas
em garrafas de cultura celular T25 e incubadas a 37°C, atmosfera Umida e 5% CO, pelos
seguintes intervalos de tempo: 3, 5, 7, 9 e 11 dias. Ao final de cada intervalo, as células foram
contadas, de acordo com o procedimento descrito acima.

4.6. Viabilidade celular

A viabilidade das OFSCs foram mensuradas pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium), baseado em um método colorimétrico que avalia a
capacidade de enzimas desidrogenases, presentes em células vidveis, em converter o sal de
MTT, sollvel em &agua, em cristais de formazan, produto insolivel em agua (Mosmann,
1983). Os cristais de formazan foram solubilizados e a densidade Gtica determinada pelo
espectrofotdbmetro a 595 nm.

As OFSCs, cultivadas nos trés diferentes meios de cultura basal (suplementado com
SFB, SH ou PH), na quarta passagem, foram semeados em placas de 24 pocos (TPP) na
densidade de 5x10? células/poco contendo 1 mL do respectivo meio de cultura basal. As
células foram incubadas a 37°C, atmosfera imida e 5% CO, por 1, 7, 14, 21 e 28 dias.

Ao término de cada periodo de incubacdo, o meio de cultura foi retirado e descartado e
210 pL/pogo do respectivo meio de cultura basal foram adicionados. Em seguida, foram
acrescentados 170 uL/pogo de solugao de MTT (5 mg/mL) (Invitrogen) e a placa foi incubada
em estufa a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,, por 2 horas. As células foram observadas ao

microscopio de luz (OLYMPUS I1X70) para visualizagdo dos cristais de formazan e
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fotodocumentacdo (Olympus Evolt E-300). Os cristais formados foram solubilizados por
meio da adi¢do de 210 pL/pogo de uma solucdo de SDS 10%-HCI (acido cloridrico 0,01 M -
10% de sulfato de sédio dodecil em &gua) seguido de incubacdo em estufa a 37°C, atmosfera
umida e 5% CO,, por 18 horas. Apds esse periodo, 100 puL de cada pogo foram transferidos
para uma placa de 96 pogos fundo reto (Nunc), em triplicata, e a densidade Otica foi
mensurada no espectrofotometro a 595 nm. Durante o experimento, todos 0s passos

envolvendo o reagente MTT foram executados em condi¢fes minimas de luminosidade.

4.7. Atividade da fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina (FA) foi avaliada por meio do ensaio de BCIP-NBT
(Invitrogen). Este ensaio é baseado na reacdo cromogénica decorrente da clivagem de um
grupamento fosfato do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina) pela FA
produzida pelas células. Essa rea¢do produz um préton que reduz o NBT (nitroblue tetrazdlio
cloridrico), formando um precipitado insoltvel de cor parpura (Valério et al., 2004).

As OFSCs, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB, SH ou PH e
os fibroblastos cultivados no meio suplementado com SH, na quarta passagem, foram
semeados em placas de 24 pocos na densidade de 5x10° células/pogo contendo 1 mL do
respectivo meio de cultura basal. Em seguida, foram incubadas a 37°C, atmosfera imida e 5%
CO,, porl,7,14,21 e 28 dias.

Ao término de cada periodo de incubacao, o meio de cultura foi descartado, as células
foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e incubadas com 200 pL/poco da solugdo de BCIP-
NBT (preparada de acordo com as instru¢bes do fabricante) a 37°C, atmosfera Umida e 5%
CO,, por 2 horas.

Apbs o periodo de incubacdo, os precipitados de cor purpura formados foram
visualizados em microscopio de luz. Em seguida, foram adicionados 210 pL/poco de SDS
10%-HCI para a solubilizacdo dos precipitados. As placas foram incubadas em estufa a 37°C,
atmosfera umida e 5% CO,, por 18 horas. Apos este periodo, um volume de 100 uL de cada
poco foi transferido, em triplicata, para uma placa de 96 pocos e a densidade otica foi medida
em espectrofotdometro a 595 nm. Durante o experimento, todos 0s passos envolvendo os

reagentes foram executados em condicBes de minima luminosidade.
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Foi feita, em paralelo ao ensaio de BCIP/NBT, a contagem do nimero de células. O
valor da densidade otica foi dividido pelo nimero de células contado em cada tempo de

cultivo como critério de normalizacéo.

4.8. Caracterizacdo do imunofenotipo

As OFSCs e fibroblastos foram caracterizados por citometria de fluxo pela anélise da
expressao das moléculas de superficie celular CD105, CD73, CD90, CD166 e CD9 que séo
marcadores comuns de MSCs. Para verificar a existéncia de contaminacgdes na cultura com
células-tronco hematopoiéticas, também foi analisada a presenca das moléculas de superficie
celular CD34, CD45, CD14 e CD19 que sdo marcadores expressos em células-tronco
hematopoiéticas. As células também foram caracterizadas em relacdo a expressdo do
complexo de histocompatibilidade principal de classe |1 e Il: HLA-ABC e HLA-DR,
respectivamente (Lindroos et al., 2010; Dominici et al., 2006; Mitchel et al. 2006; Halfon et
al., 2011).

4.8.1. Marcacdo celular com anticorpos primario e secundario

As células, na quarta passagem, foram plagueadas na densidade de 5x10° células/poco
em placa de 96 pogos (fundo em U) e incubadas com 0,4 pg de anticorpos primarios (Tabela
1) a 4°C, por 30 minutos. Apés a incubacdo, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH
7,2 e incubadas com anticorpo secundario Alexa Fluor 488 anti-lgG de camundongo feito em
cabras (Invitrogen), na diluicdo de 1:500 a 4 °C por 30 minutos. Os anticorpos que ja
possuiam ligagdo com algum fluorocromo ndo foram incubados com anticorpo secundario.
Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e fixadas em
formaldeido a 4% (Cromaline). Como controle negativo de fluorescéncia, foi adicionado o
anticorpo secundario as células ndo marcadas com o anticorpo priméario. Células sem qualquer
tipo de marcacdo foram fixadas e utilizadas para gerar o grafico de tamanho versus

granulosidade com a finalidade de estabelecer a populacéo a ser analisada.

4.8.2. Leitura no citdmetro de fluxo
A obtencdo dos dados foi realizada por meio do citdmetro de fluxo Guava easyCyte 6-

2L (Millipore). Foram adquiridos 5000 eventos, em triplicata, e os dados obtidos foram
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analisados no programa FlowJo. Primeiramente, a populacdo de células de cada cultura a ser

avaliada foi delimitada a partir do gréfico de tamanho versus granulosidade gerado pela

analise das células que ndo foram submetidas a nenhum tipo de marcacdo (Figura 1).

Posteriormente, um grafico de histograma foi criado para determinar a regido do controle

negativo de fluorescéncia referente as células incubadas apenas com o anticorpo secundario.

Definidos estes pardmetros, foram realizadas as analises das células marcadas, com anticorpos

primarios e secundarios.

Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados na marcagéo celular para imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Antigeno Tipo Espécie Conjugado  Fornecedor Diluicao
CD105 Monoclonal ~ Camundongo FITC BD Biosciences 1:20
CD73 Monoclonal ~ Camundongo PE BD Biosciences 1:10
CD90 Monoclonal ~ Camundongo - BD Biosciences 1:41
CD166 Monoclonal  Camundongo - BD Biosciences 1:62
CD9 Monoclonal ~ Camundongo - BD Biosciences 1:62
CD34 Monoclonal ~ Camundongo - Santa Cruz 1:20
CD45 Monoclonal  Camundongo - BD Biosciences 1:62
CD14 Monoclonal ~ Camundongo - BD Biosciences 1:62
CD19 Monoclonal  Camundongo - BD Biosciences 1:62
HLA-ABC Monoclonal ~ Camundongo FITC Abcam 1:10
HLA-DR Monoclonal ~ Camundongo FITC Abcam 1:10
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Figura 1. Graficos de tamanho versus granulosidade. R1 é a populagdo escolhida para andlise dos marcadores
nas culturas de OFSCs (A) e fibroblastos (B).
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4.9. Inducéo da diferenciagéo osteogénica

Para promover a diferenciacdo osteogénica, os fibroblastos e as OFSCs, na quarta
passagem, foram semeados na densidade de 5x10° células/pogo em placas de 6 ou 24 pocos
contendo 2 ou 1 mL de meio osteogénico. As placas foram incubadas a 37°C, atmosfera
umida e 5% CO,, por 1, 7, 14 21 dias. Como controle, as células também foram cultivadas no
meio de cultura basal, na auséncia dos fatores indutores, nas mesmas condi¢fes. O meio de
cultura foi renovado a cada dois dias. Os ensaios para comprovar a diferenciacdo foram
realizados apds o téermino de cada periodo de incubacédo e estdo descritos a seguir. Todas as
culturas e experimentos envolvendo o meio de diferenciagdo osteogénico foram realizados em

condic¢des de minima luminosidade.

4.9.1. Avaliaco da sintese de colageno total

O ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red (Tullberg-Reinert & Jundt, 1999) foi
realizado a fim de avaliar a sintese de colageno pelas células apo6s 1, 7, 14 e 21 dias de
inducdo da diferenciacdo osteogénica.

Para tanto, as OFSCs e os fibroblastos, na quarta passagem, foram plaqueados na
concentracdo de 5x102 células/poco em placas de 24 pocos contendo 1 mL do respectivo meio
de cultura basal. Apés cada periodo de incubagdo, o meio de cultura foi desprezado, as células
foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e fixadas com Iml de Bouin por 1h, a 37°C, sob
agitacdo. Apds a fixacdo, as células foram lavadas em agua destilada por 15 minutos para
posterior coloracdo pelo reagente Sirius Red (1 mg/mL em solucdo saturada de acido picrico)
a 37°C sob agitacdo por 30 minutos. O excesso do corante foi removido e 0s pocos foram
lavados com HCI 0,01 N. Posteriormente, o corante foi solubilizado com 300 pL de NaOH
0,5 M, por 30 minutos sob agitacdo. Apos este periodo, 100 puL da solugdo foram transferidos
para uma placa de 96 pocgos (fundo reto) e a densidade Otica foi mensurada no
espectrofotdbmetro a 540 nm.

Uma curva padrdo de concentracdo de colageno foi produzida a partir de dosagens
estabelecidas de colageno bovino comercial tipo I. O colageno em p6 foi dissolvido em
solucéo de &cido acético 0,1 N, em diferentes concentragdes e transferido para placas de 24
pocos, que secaram a 37°C. Em seguida, o colageno distribuido sobre a superficie dos pogos

da placa foi submetido ao mesmo procedimento de dosagem de colageno descrito acima. Os
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resultados de densidade Otica obtidos foram utilizados para producdo da curva padrdo de
concentracdo de coldgeno (Figura 2). Utilizando esta curva, a concentracdo de coldgeno
sintetizada pelas células ao final de cada tempo de cultura foi inferida a partir da densidade

Otica obtida a 540 nm.
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Figura 2. Curva padréo para concentracdo de colageno bovino tipo I. A equacdo da reta fornece a concentrago
de colageno em mg de acordo com a densidade Gptica obtida em 540 nm.

4.9.2. Avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina
Para avaliar a atividade da FA durante a inducdo da diferenciacdo osteogénica, foi

realizado o ensaio de BCIP/NBT ap0s 1, 7, 14 e 21 dias conforme descrito no item 4.7.

4.9.3. Avaliacdo da mineralizacéo

Para avaliar a mineralizacdo durante a inducdo da diferenciacdo osteogénica foi
realizada a coloracdo pelo método de Von Kossa.

Ao término do periodo de 21 dias de inducdo da diferenciacdo osteogénica, as células
foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e fixadas com alcool etilico 70% por 24 horas. Apds
a fixacdo, as células foram lavadas abundantemente com &gua destilada. Foi adicionado 1
mL/poco de solucdo de 5% de nitrato de prata (AgNO3) (Vetec) em agua e as células foram
expostas a luz ultravioleta, por 1 hora. A solucdo de AgNO; foi removida e as células foram
lavadas com &gua destilada para posterior adicdo de solugcdo de 5% de tiossulfato de sodio
(Cinética Quimica Ltda) em &gua, por 5 minutos. Foi realizada, novamente, lavagem
abundante com &gua destilada e as células foram coradas com eosina por 40 segundos. Foi
feita a observacdo ao microscopio de luz (OLYMPUS 1X70) e fotodocumentacdo (Olympus
Evolt E-300) para demonstragdo da presenca de mineralizagéo indicada pela coloragdo negra

ou marrom.
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4.9.4. Avaliacao da deposicéo de calcio

A fim de avaliar a deposicéo de calcio durante indugdo da diferenciacdo osteogénica,
foi feita a coloragdo com Alizarin Red S, que cora a matriz extracelular rica em calcio em
vermelho.

Para tanto, apds 21 dias de cultivo, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2
e fixadas com &lcool etilico 70% por 1 hora a 4°C. Apds a fixacdo, as células foram lavadas
com PBS 0,15 M, pH 7,2 e, posteriormente, com agua Mili-Q. Foi adicionado 1 mL do
corante Alizarin Red S a 2% e as células foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos este periodo, o excesso de corante foi retirado e as celulas foram lavadas
abundantemente com agua Mili-Q. Apos, foi feita lavagem com PBS 0,15 M, pH 7,2 por 15
minutos seguida de lavagem rapida com agua Mili-Q e secagem a temperatura ambiente. As
células foram observadas ao microscopio de luz (OLYMPUS 1X70) e fotografadas (Olympus
Evolt E-300).

4.9.5. Analise da expressao génica de fosfatase alcalina, osteopontina e colageno tipo |

Apds 21 dia de inducdo da diferenciacdo osteogénica, foi realizada a extracdo do
RNA, a sintese da primeira fita de cDNA e a rea¢cdo em cadeia da polimerase (PCR) a fim de
comprovar a diferenciacdo por meio da amplificacdo especifica de fragmentos dos genes FA,
osteopontina e colageno tipo I.

4.9.5.1. Extracdo de RNA total

O RNA total foi isolado das células utilizando-se 1 mL do reagente Trizol (Invitrogen)
por poc¢o da placa de 6 pocos. Apds incubacdo com o Trizol, por 5 minutos, a temperatura
ambiente, foram adicionados 200 pL de cloroféormio (Merck) a solucdo formada. Apds
agitacdo vigorosa, a solucdo foi centrifugada a 12000 x g, por 15 minutos, a 4°C. A fase
superior aquosa foi transferida para novo tubo de 1,5 mL (Axygen), onde foram adicionados
500 uL de alcool isopropilico (Sigma-Aldrich). As amostras foram incubadas por 10 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12000 g, por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi removido e 0 RNA precipitado foi lavado com 1 mL de
etanol 75% (Sigma-Aldrich). Apés centrifugacdo a 7500 g, por 5 minutos, a 4°C e remocao
do sobrenadante, 0 RNA foi solubilizado em &gua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)

(Invitrogen). A concentragdo do RNA foi determinada pela leitura da absorbancia a
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260/280nm em Nanodrop e a qualidade do RNA foi testada em gel de agarose 1%. (Sigma-
Aldrich). As amostras foram estocadas a -80°C até 0 momento de uso.

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse (RQ1 DNAse Promega) a 37°C por
30 minutos em tampdo apropriado. A seguir, foi feita a extracdo do RNA com fenol-

cloroférmio (Sigma-Aldrich) e a precipitagdo com etanol.

4.9.5.2. Sintese da primeira fita de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir do RNA total, utilizando-se o
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. 1jug de cada amostra de RNA total foi incubado com 0,5 pg de
oligo(dT)s @ 65°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados as amostras, 5X reaction
buffer, 20 unidades Ribolock™ RNase inhibitor, 2 pL de dNTP mix (10mM) e 200 unidades
da enzima RevertAid™ H Minus M-MuLV RT e as amostras foram incubadas por 60 minutos
a 42°C. A reacdo foi interrompida pelo aquecimento a 70°C por 10 minutos. A primeira fita

de cDNA obtida foi utilizada nas reaces de PCR descritas a seguir.

4.9.5.3. Reacdo em cadeia da polimerase

A primeira fita de cDNA sintetizada foi utilizada na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) objetivando a amplificacdo especifica de fragmento dos genes FA, osteopontina e
colageno tipo I. Como controle positivo da reacdo também foi amplificado o segmento génico
qgue codifica a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), enzima expressa
constitutivamente pelas células. Para reacdes de 10 uL de volume final, foram utilizados: 1X
Green Go Taq Reaction Buffer, 0,2mM de cada dNTP, 2mM MgCl,, 5pM dos iniciadores
(primers) especificos, 0,25 u de Go Tag DNA polimerase (Promega) e a quantidade de cDNA
correspondente a 20 ng da quantidade de RNA inicial. Os primers utilizados estdo descritos
na tabela 2.

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em termociclador (PTC-100 MJ
Research. Inc.) programado para um aquecimento inicial de 95°C por 2 minutos seguidos de
30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 45 segundos a temperatura de anelamento especifica para
cada par de primer, 72°C por 45 segundo. Para uma extensdo completa dos produtos
amplificados, adicionou-se um passo final de 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados
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foram fracionados em gel de agarose 1%, corados com brometo de etidio (10 pg/mL)

analisados em transluminador de luz ultravioleta e as imagens foram capturadas.
4.10. Inducéo da diferenciacdo adipogénica

No intuito de promover a diferenciacdo adipogénica, as OFSCs e os fibroblastos, na 4°
passagem, foram semeados na densidade de 5x10° células/poco em placas de 6 pocos
contendo 2 mL do meio adipogénico. As placas foram incubadas a 37°C, atmosfera Umida e
5% COy, por 21 dias. Como controle, as células também foram cultivadas no meio de cultura
basal, na auséncia dos fatores indutores, nas mesmas condi¢cdes. O meio de cultura foi
renovado a cada dois dias. Os ensaios para comprovar a diferenciacdo foram realizados ao

término do periodo de inducdo e estdo descritos a seguir.

4.10.1. Deteccdo do acumulo intracelular de lipideos

A coloracdo com Oil Red O foi realizada a fim de confirmar a diferenciacédo
adipogénica por meio da coloracdo de lipideos presentes no interior das células. Para tanto,
apos 21 dias de inducdo da diferenciacdo adipogénica, o meio de cultura foi removido dos
pocos e estes foram lavados com 2 mL de PBS 0,15M, pH 7,2. Apos lavagem, as celulas
foram fixadas com formalina 10% (Cromaline) por um periodo de 30 a 60 minutos, a
temperatura ambiente. Foi preparada uma solucdo de uso do Oil Red O (Thermo Scientific)
composta por 3 partes da solucdo estoque (300 mg de Oil Red O em 100 mL de isopropanol
99%) para 2 partes de dgua destilada. Apds o preparo, essa solucdo de uso foi incubada por 10
minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, filtrada em papel filtro. Apds o periodo de
fixacdo, a formalina foi removida dos pocos e estes foram lavados com 2 mL de agua
destilada. Foram adicionados 2 mL de isopropanol 60% (Vetec) por poco e a placa foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. O isopropanol foi retirado e foram
adicionados 2 mL da solucdo de uso do corante por pogo. Ap6s 5 minutos de incubacgdo a
temperatura ambiente, o Oil Red O foi removido e os poc¢os foram lavados com agua
destilada. Apds lavagem, foram adicionados 2 mL de hematoxilina por poco, seguido de
incubagdo por 1 minuto a temperatura ambiente. A hematoxilina foi removida e 0s pogos

foram lavados com &gua destilada. A seguir, foram adicionados 2 mL de &gua destilada e foi
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feita a observacdo em microscopio de luz (OLYMPUS 1X70) e a fotodocumentagdo
(Olympus Evolt E-300). Os lipideos foram corados em vermelho e os nicleos em azul.

4.10.2. Analise da expressdo génica de leptina, transportador de glicose GLUT 4 e
receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos

Apos 21 dia de inducdo da diferenciacdo adipogénica, foi realizada a extracdo do
RNA, a sintese do cDNA e a PCR a fim de comprovar a diferenciagdo por meio da
amplificacdo especifica de fragmentos dos genes leptina, transportador de glicose GLUT 4
(GLUT 4) e receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARG2) conforme

descrito no item 3.12.4. Os primers utilizados estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Primers utilizados para PCR

Gene alvo* Sequéncia (5°-3°) Tamanhodo  Temperatura de
fragmento (bp) anelamento (°C)

FA F: TGGTGGAAGGAGGCAGAATTGAC 581 56
R: CAGGACGCTCAGGGGGTAGA
Coal | F: TGACGAGACCAAGAACTG 599 62
R: CCATCCAAACCACTGAAACC
OSP F: GCCGAGGTGATAGTGTGGTT 253 51
R: TGCTTGTGGCTGTGGGTTTC
GLUT 4 F: TCTTCGAGACAGCAGGGGTA 228 60
R: AGATGGCCACAATGGAGACG
Lep F: GAACCCTGTGCGGATTCTTG 177 60
R: TGAAGTCCAAACCGGTGACT
PPARG2 F:CTCCTATTGACCCAGAAAGCGA 310 60
R: GCAGGCTCCACTTTGATTGC
GAPDH F: ACATCGCTCAGACACCATG 143 60

R: TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG

*FA — fosfatase alcalina; Col | - colageno tipo I; OSP — osteopontina; GLUT 4 - transportador de glicose GLUT
4; Lep — leptina; PPARG2 - Receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos; GAPDH -
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; bp — pares de base.
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4.11. Inducéo da diferenciacio condrogénica

Para promover a diferenciacdo condrogénica, as OFSCs e fibroblastos, na 4%
passagem, foram cultivados em um sistema de pellet de células. Para tanto, 5x10° células
foram centrifugadas a 800 g por 5 minutos em tubos de polietileno de 15 mL (Sarstedt)
contendo 1 mL do meio de cultura basal. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e foi
adicionado 1 mL do meio condrogénico sobre o pellet de células formado. Os tubos de
polietileno de 15 mL contendo os pellets de células foram incubados em estufa a 37°C,
atmosfera Umida e 5% CO, por 21 dias. O meio de cultura foi renovado uma vez por semana.
Os ensaios para comprovar a diferenciacdo foram realizados ao término do periodo de

inducdo e estdo descritos a seguir.

4.11.1. Avaliacéo da deposicao de proteoglicanos

A fim de visualizar a deposicdo de proteoglicanos durante a indugéo da diferenciagao
condrogénica, foi feita a coloracdo com Alcian Blue, o qual cora proteoglicanos da matriz
extracelular em azul.

Ao término do periodo de 21 dias, os pellets de células foram lavados com PBS 0,15
M, pH 7,2 e fixados com formaldeido 10% por 1 hora. Apds a fixacdo, os pellets foram
incluidos em parafina conforme descrito no item 4.1. Cortes de 5 um de espessura foram
montados em laminas histoldgicas e corados por hematoxilina e eosina e foi realizada também
a coloracdo com Alcian Blue 8GX, 1%, pH 2,5 (Sigma-Aldrich). Para tanto, as laminas foram
desparafinizadas em estufa a 60°C por 15 minutos, seguido por banho em Xxilol por 14
minutos. Ap6s desparafinizagdo, as laminas passaram por uma série gradual de etanol
(absoluto 1 e 11, 95%, 70%) por um periodo de 4 minutos em cada banho. Apds lavagem em
agua corrente, por 1 minuto, as ldminas foram incubadas com o corante Alcian Blue 1% por
30 minutos. Apds esse periodo, as laminas foram lavadas em agua corrente por 2 minutos. Os
nacleos foram contracorados com hematoxilina por 40 segundos. Ap6s lavagem em &agua
corrente por 1 minuto e desidratacdo em séries crescentes de etanol, foi feita a montagem das
laminas. As secgdes dos pellets foram observados ao microscopio de luz e fotografados

(Olympus BX-41/acoplado a cdmera Q-Color3 digital da QImaging).
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4.11.2. Avaliacao da sintese de colageno total

O ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red (Tullberg-Reinert & Jundt, 1999) foi
realizado a fim de avaliar a sintese de colageno total pelas células durante a indugdo da
diferenciacdo condrogénica. A concentracdo de colageno sintetizada pelas células ao final do

tempo de inducéo foi inferida conforme descrito no item 4.9.1.

4.12. Anédlise Estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com tratamentos
em fatorial. Os resultados foram avaliados quanto a normalidade e homocedasticidade
(programa Sisvar) e posteriormente submetidos & analise de variancia (ANOVA). As
varidveis paramétricas e aquelas normalizadas apds transformacéo logaritmica ou quadratica
foram analisadas por teste t ou SNK, dependendo da comparacdo realizada. Nivel de
significancia adotado foi 5% (p<0,05) e o programa estatistico utilizado foi o R. Os resultados
apresentados representam a média + o desvio padrao.
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5. RESULTADOS
5.1. Isolamento e cultivo das OFSCs

A fim de permitir a visualiza¢do da estrutura histolégica do tecido adiposo do qual as
OFSCs foram obtidas, as bolsas de gordura da palpebra, removidas durante a blefaroplastia,

foram incluidas em parafina e os cortes histoldgicos obtidos foram corados com hematoxilina
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Figura 3. Estrutura histologica das bolsas de gordura da pélpebra. Coloracdo hematoxilina e eosina. Barra = 300
pm (A). Barra = 150 um (B).

Ap06s o processamento enzimético do tecido adiposo presente nas bolsas de gordura
palpebral, conforme descrito no item 4.3, foi obtida uma populacdo heterogénea de células,
contendo células aderentes a superficie plastica, de morfologia fibroblastdide e células nao
aderentes, de formato arredondado. Por meio das trocas sucessivas do meio de cultura e
expansdo celular, as células ndo aderentes, foram removidas ao longo do cultivo. Dessa
forma, a partir da terceira passagem, obteve-se uma populacdo homogénea de células
aderentes de formato fibroblastdide, com potencial de autorrenovacdo e formacao de colonias
(Figura 4).

Figura 4. Aspectos morfoldgicos das células extraidas das bolsas de gordura da palpebra humana, na terceira
passagem. Barra = 100 um.
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5.2. Cinética de proliferacdo das OFSCs nos meios suplementados com SH, PH ou SFB

5.2.1. Taxa de duplicacdo acumulada e tempo de duplicacdo da populacéo

Para este ensaio, as OFSCs foram acompanhadas desde seu isolamento e expandidas
nos trés diferentes meios de cultura basal (suplementado com 10% de SFB ou 10% de PH ou
10% de SH). As culturas confluentes foram contadas, a taxa de duplicacdo da populacéo de
cada passagem foi determinada e adicionada a da passagem anterior para calculo da taxa de
duplicacdo acumulada da populagdo. Determinou-se também o tempo de duplicacdo da
populagéo (item 4.5.1).

Por meio da observacdo microscopica das OFSCs cultivadas nos trés diferentes meios
de cultura, foi possivel observar que na presenca dos meios de cultura contendo suplementos
humanos (SH ou PH) as celulas apresentaram um tamanho menor e maior densidade quando
comparadas as células cultivadas em meio suplementado com SFB (Figura 5). Quando

comparados apenas 0s meios contendo suplementos humanos, observou-se maior densidade

celular na presenca do meio suplementado com SH em todas as passagens.

Figura 5. Aspectos morfologicos das OFSCs, na segunda passagem, durante a determinacdo da taxa de
duplicagdo acumulada e tempo de duplicacdo da populagdo em meio de cultura suplementado com SFB (A), SH
(B) ou PH (C). Foi plagueado o0 mesmo numero inicial de células. Barras = 150 pm.

Observou-se uma expansdo acumulada maior na populagédo de OFSCs cultivadas no
meio de cultura suplementado com SH em comparacdo com as células cultivadas nos meios
suplementados com PH ou SFB (p<0,05). Quando comparados apenas esses dois ultimos
meios, verificou-se que houve expansdo acumulada maior na populacdo celular cultivada em
meio suplementado com PH comparado ao meio suplementado com SFB (p<0,05) (Figura 6).

Foi possivel acompanhar as culturas em meio suplementado com SH até a 128
passagem, enquanto as culturas em meio suplementado com SFB ou PH foram acompanhadas
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até a 10? passagem e 82 passagem, respectivamente, uma vez que a partir dessas passagens as

células levaram mais de 15 dias para confluir e, assim, as culturas foram descontinuadas.
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Figura 6. Duplicacdo acumulada das OFSCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB, SH
ou PH. Em cada passagem, foram plaqueadas 1x10° células. As culturas confluentes foram contadas, a taxa de
duplicagdo da populacdo em cada passagem foi determinada e adicionada a da passagem anterior para célculo da
taxa de duplicacdo acumulada da populag¢do. n=3. * meio suplementado com SH versus meio suplementado com
SFB (p<0,05); ® meio suplementado com SH versus meio suplementado com PH (p<0,05); * meio suplementado
com PH versus meio suplementado com SFB (p<0,05).

O tempo de duplicacdo médio das OFSCs cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com SH foi estimado em 32 horas, das células cultivadas em meio
suplementado com PH foi 70 horas, ja em meio contendo SFB o tempo de duplicacdo médio

foi estimado em 89 horas.

5.2.2. Curva de Crescimento

As curvas de crescimento das OFSCs cultivadas nos trés diferentes meios de cultura
basal foram obtidas utilizando 0 mesmo nimero inicial de células que foram contadas aos 3,
5, 7,9 e 11 dias de cultivo (item 4.5.2).

Observou-se, nos tempos de 5, 7, 9 e 11 dias, maior proliferacdo celular no meio de

cultura suplementado com SH em comparagdo aos meios suplementados com PH ou SFB
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(p<0,05). Quando analisados apenas esses dois Ultimos meios, observou-se maior proliferacdo
celular no meio suplementado com PH nos tempos de 5, 7, 9 e 11 dias (p<0,05) (Figura 7).

2.0%10°%7
—&— Plasma b

1.5910°6 & SH

o
1.09610°6 - sFe

3.1910°5

2.1%10°

NUumero de células

1.19810°5

5.0910°-

Tempo (dias)

Figura 7. Curva de crescimento das OFSCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB, SH ou
PH. No tempo zero, 5x10° células, na 42 passagem, foram plaqueadas em garrafas de cultura celular T25. Apés
3,5, 7,9 e 11 dias de cultivo foi feita a contagem do nimero de células. n=3. * meio suplementado com SH
versus meio suplementado com SFB (p<0,05); ¢ meio suplementado com SH versus meio suplementado com PH
(p<0,05); * meio suplementado com PH versus meio suplementado com SFB (p<0,05).

A cinética de proliferacdo das populacfes, demonstrada pelas curvas de crescimento,
mostrou um crescimento inicial acelerado das células cultivadas em meio suplementado com
SH a partir do 3° dia de cultivo. Enquanto as células cultivadas em meio contendo PH
apresentaram um crescimento acelerado a partir do 5° dia de cultivo, o que nao foi observado
nas OFSCs cultivadas em SFB em nenhum dos tempos de cultivo pesquisados. Também foi
possivel observar que as celulas cultivadas em SFB tenderam a estagnar a proliferacdo a partir
do 9° dia de cultivo, o que ndo ocorreu com as células cultivadas nos meios contendo SH ou
PH, que continuaram a proliferar em todos os tempos de cultivo analisados.

Esses resultados, aliados aos resultados da taxa de duplicacdo acumulada e tempo de
duplicacdo, indicam maior taxa proliferativa das OFSCs em meio de cultura suplementado
com SH em comparacdo aos meios suplementados com PH ou SFB. Esses resultados
demonstram também que a cinética de proliferacdo é maior nas células cultivadas em meio

suplementado com PH em comparacéo ao SFB.
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5.3. Viabilidade celular

5.3.1. Avaliacdo da capacidade de metabolizacdo do MTT

A viabilidade das OFSCs cultivadas nos trés diferentes meios de cultura basal foram
mensuradas pelo ensaio de MTT em tempos de cultivo definidos conforme descrito no item
4.6.

Os cristais de formazan formados foram analisados em microscopio de luz e
fotografados. Verificou-se que os cristais de formazan produzidos pelas células cultivadas em
meio suplementado com PH eram maiores e apresentavam coloragcdo mais forte quando

comparados com os cristais produzidos pelas células cultivadas em SH ou SFB. Foi possivel

observar também maior quantidade de cristais de formazan nas culturas contendo SH como

Figura 8: Visualizacdo dos cristais de formazan produzidos no ensaio de MTT pelas OFSCs cultivadas em meio
de cultura suplementado com SFB (A), SH (B) ou PH (C). Foram semeadas 5x10? células/poco em placas de 24
pocos. Apos 14 dias de cultivo, os cristais formados, durante o ensaio de MTT, foram fotografados. Barras = 50

pm.

No tempo de 7 dias, observou-se que a metabolizacdo do MTT foi maior no meio de
cultura suplementado com SH em comparagdo aos meios suplementados com PH ou SFB
(p<0,05). Nos tempos de 14 e 21 dias, a metabolizacdo do MTT foi maior nas OFSCs
cultivadas em meio suplementado com SH ou PH em comparacdo com as células mantidas
em meio contendo SFB (p<0,05). Sendo que, no tempo de 21 dias de cultivo, a metabolizacao
do MTT foi maior no meio de cultura suplementado com PH em compara¢do ao meio

suplementado com SH (p<0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo gréafica da metabolizagdo do MTT pelas OFSCs cultivadas em meios de cultura
suplementado com SFB, SH ou PH. Foram semeadas 5x10° células/pogo em placas de 24 pogos. Apés 1, 7, 14 e
21 dias de cultivo foi realizado o ensaio de MTT, os cristais de formazan formados foram solubilizados e a
densidade 6tica mensurada. n= 3; * meio suplementado com SH versus meio suplementado com SFB (p<0,05); ¢
meio suplementado com SH versus meio suplementado com PH (p<0,05); * meio suplementado com PH versus
meio suplementado com SFB (p<0,05).

5.4. Atividade da fosfatase alcalina

Foi realizado o ensaio de BCIP/NBT com o intuito de avaliar a atividade da FA nos
meios suplementados com SH, PH ou SFB. Neste ensaio, forma-se um precipitado pdrpura
quando a FA cliva o grupamento fosfato presente no BCIP produzindo um préton que reduz o
NBT. Esse precipitado foi diluido e a densidade 6tica mensurada. Em paralelo ao ensaio de
BCIP/NBT, foi feita a contagem do numero de células. O valor da densidade 6tica foi
dividido pelo numero de células contado em cada tempo de cultivo como critério de
normalizacé&o.

Foi observado que a atividade da FA foi maior nas OFSCs cultivadas em meio de
cultura suplementado com SH em comparacéo as células cultivadas nos meios suplementados
com PH e SFB nos tempos de 7, 14 e 21 dias de cultivo (p<0,05). Além disso, as células
cultivadas em meio suplementado com PH apresentaram maior atividade da fosfatase alcalina
em comparagdo com as OFSCs cultivadas no meio suplementado com SFB nos tempos de 7 e
21 dias de cultivo (p<0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Representagdo grafica da atividade da fosfatase alcalina nas culturas de OFSCs cultivadas na
presenca de meio suplementado com SFB, SH ou PH. Foram semeadas 5x10° células/pogo em placas de 24
pogos. Apos 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio de BCIP/NBT. O precipitado parpura formado foi
solubilizado e a densidade 6tica mensurada. O valor da densidade 6tica foi dividido pelo nimero de células
contado em cada tempo de cultivo como critério de normalizagdo. n= 3; * meio suplementado com SH versus
meio suplementado com SFB (p<0,05); ¢ meio suplementado com SH versus meio suplementado com PH
(p<0,05); * meio suplementado com PH versus meio suplementado com SFB (p<0,05).

5.5. Isolamento e cultivo dos fibroblastos

Amostras da pele da palpebra foram incluidas em parafina e coradas com hematoxilina
e eosina a fim de permitir a analise histolégica do tecido do qual foram extraidos os
fibroblastos (Figura 11).

Nos cortes histologicos referentes a dois pacientes foi observada a presenca de uma
pequena quantidade de tecido adiposo subcutdneo que ndo era visivel macroscopicamente
(Figura 11-A). Nos cortes histoldgicos da pele dos outros trés pacientes ndo foi observado

tecido adiposo subcutaneo (Figura 11-B).

55



RESULTADOS

Figura 11. Cortes histoldgicos da pele da palpebra corados com hematoxilina e eosina. Na fotomicrografia A, é
possivel observar a presenca de uma pequena quantidade de tecido adiposo subcutaneo (*). Na fotomicrografia
B, auséncia de tecido adiposo subcutaneo. Barras = 300 pm.

Os fibroblastos foram extraidos da pele da palpebra conforme descrito no item 4.4. Os
pedacos de tecido e a fracdo celular resultantes da digestdo com colagenase foram colocados
em cultivo em meio suplementado com SH. A escolha por este meio de cultura se baseou nos
experimentos acima, que demonstraram maior cinética de proliferacdo celular na presenca
desse suplemento. Assim, o SH foi utilizado na suplementacdo do meio de cultura de todos 0s
demais resultados apresentados neste trabalho.

Assim como na cultura priméaria das OFSCs, o processamento da pele palpebral
resultou em uma populagdo heterogénea de celulas, com células aderentes a superficie
plastica, de morfologia fibroblastdide e células arredondadas ndo aderentes. Estas foram
removidas, ao longo do cultivo, por meio da troca do meio de cultura e expanséo celular. A
partir da terceira passagem obteve-se uma populacdo homogénea de células que compartilham

com as OFSCs as seguintes caracteristicas: aderéncia a superficie plastica, morfologia

fibroblastoide, potencial de autorrenovacao e formagéo de colonias (Figura 12).

J Yol Lk

Figura 12. Aspectos morfoldgicos dos fibroblastos extraidos da pele da pélpebra humana, na terceira passagem.
Barra = 100 pum.
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5.6. Cineética de proliferacéo dos fibroblastos e OFSCs

5.6.1. Taxa de duplicacdo acumulada e tempo de duplicacdo da populacdo de
fibroblastos e OFSCs

Para este ensaio, os fibroblastos e as OFSCs, do mesmo paciente, foram
acompanhadas desde seu isolamento. As culturas confluentes foram contadas, a taxa de
duplicacdo da populacdo de cada passagem foi determinada e adicionada a da passagem
anterior para célculo da taxa de duplicacdo acumulada da populagdo. Determinou-se também
tempo de duplicagéo das populagdes (item 4.5.1).

A duplicacdo acumulada da populacdo foi maior nas OFSCs em comparacdo aos
fibroblastos apenas na passagem 3 (p<0,05). Nas demais passagens, ndo houve diferengas em
relacdo a taxa de duplicacdo acumulada entre as popula¢des de OFSCs e fibroblastos (Figura
13).
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Figura 13. Duplicacdo acumulada das popula¢bes de OFSCs e fibroblastos. Em cada passagem, foram
plagqueadas 1x10° células. As culturas confluentes foram contadas, a taxa de duplicacdo da populagdo de cada
passagem foi determinada e adicionada a da passagem anterior para célculo da taxa de duplicacdo acumulada da
populacdo. n=3; * OFSCs versus fibroblastos (p<0,05).

O tempo de duplicacdo médio dos fibroblastos foi estimado em 43 horas e das OFSCs
46 horas.

5.6.2. Curva de Crescimento dos fibroblastos e OFSCs

As curvas de crescimento dos fibroblastos e OFSCs foram obtidas por meio da
contagem do namero de células em tempo definidos (item 4.5.2).
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A cinética de proliferacdo das duas populacgdes celulares, demonstrada pelas curvas de
crescimento, ndo mostraram diferencas entre a capacidade proliferativa das OFSCs e dos
fibroblastos (Figura 14).
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Figura 14. Curva de crescimento das OFSCs e fibroblastos. No tempo zero, 5x10° células, na 42 passagem,
foram plaqueadas em garrafas de cultura celular T25. Apo6s 3, 5, 7, 9 e 11 dias de cultivo foi feita a contagem do
ntmero de células. n=3.

5.7. Atividade da fosfatase alcalina nos fibroblastos e OFSCs

Foi realizado o ensaio de BCIP/NBT com o intuito de avaliar a atividade da fosfatase
alcalina nos fibroblastos e OFSCs (item 4.7).

O precipitado purpura formado foi analisado em microscépio de luz e fotografado
(Figura 15). Foi possivel observar que a atividade da FA é praticamente inexistente nos
fibroblastos em contraste com as OFSCs, que apresentaram elevados niveis de atividade dessa
enzima (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 15. Fotomicrografias das OFSCs (A) e fibroblastos (B) durante o ensaio de BCIP/NBT. Foram semeadas
5x10% células/pogo em placas de 24 pocos, apés 7 dias de cultivo foi realizado o ensaio de BCIP/NBT. E
possivel observar em A, o precipitado purpura produzido pelas OFSCs. Barras = 150 pm.
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Figura 16. Representa¢do gréfica da atividade da fosfatase alcalina nas culturas de OFSCs e fibroblastos. Foram
semeadas 5x10% células/poco em placas de 24 pocos. Apds 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio de
BCIP/NBT. O precipitado purpura formado foi solubilizado e a densidade 6tica mensurada. O valor da densidade
Otica foi dividido pelo nimero de células contado em cada tempo de cultivo como critério de normalizacdo. n=3;
* OFSCs versus fibroblastos (p<0,05).

5.8. Caracterizagdo do imunofendtipo das OFSCs e fibroblastos

Na guarta passagem, foi feita a analise do imunofendtipo das populacbes de OFSCs e
fibroblastos (item 4.8) e, a seguir, estdo representados o0s histogramas das populagdes
celulares. As populagdes de células analisadas foram determinadas a partir dos graficos de
tamanho versus granulosidade obtido de células sem nenhum tipo de marcacédo (populacdo R1
- Figura 1).

As andlises dos histogramas (Figura 17) demonstraram que 100% das OFSCs
expressaram 0s antigenos CD73, CD105, CD166 e HLA-ABC; 99,8% expressaram CD9 e;
98,5% expressaram CD90. Em relacdo aos fibroblastos (Figura 18), 100% deles expressaram
CD73, CD90 e HLA-ABC; 99,6% expressaram CD166; 99,3% expressaram CD105 e 93%
expressaram CD9. J& os marcadores de superficie CD34, CD19, CD14, CD45 e HLA-DR
foram expressos em menos de 2% da populacdo de OFSCs (Figura 17) e fibroblastos (Figura
18).
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Figura 17. Anéalise imunofenotipica das OFSCs por meio de citometria de fluxo. Os histogramas apresentam o
namero de eventos versus intensidade de fluorescéncia. A curva cinza é o controle negativo e a curva preta
representa a populacdo de células avaliadas para cada marcador especifico (o deslocamento para direita indica a

existéncia de maior marcacdo) (A). O gréafico de barras demonstra a quantificacdo do percentual de células
positivas para cada marcador avaliado (B).
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Figura 18. Andlise imunofenotipica dos fibroblastos por meio de citometria de fluxo. Os histogramas
apresentam o ndmero de eventos versus intensidade de fluorescéncia. A curva cinza é o controle negativo da
fluorescéncia e a curva preta representa a populagdo de células avaliadas para cada marcador especifico (o
deslocamento para direita indica a existéncia de maior marcagdo) (A). O gréfico de barras demonstra a
quantificacdo do percentual de células positivas para cada marcador avaliado (B).
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Na figura 19, é possivel visualizar a representacdo grafica do percentual de OFSCs e
fibroblastos positivos para cada marcador. Houve diferenca quanto a expressao de CD9 entre
as duas populacfes analisadas, sendo que as OFSCs apresentaram maior percentual de

expressao desse marcador de superficie em comparacédo aos fibroblastos (p<0,05).
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Figura 19. Representacdo grafica da quantificagdo do percentual de células positivas para cada marcador
avaliado. n= 3; * OFSCs versus fibroblastos (p<0,05).

5.9. Inducéo da diferenciacao osteogénica

As OFSCs e fibroblastos foram induzidos a diferenciacdo osteogénica por meio do
cultivo em meio de cultura contendo fatores indutores por 21 dias (item 4.9). A fim de
comprovar a diferenciacdo osteogénica, foram realizados os seguintes ensaios: avaliacdo da
atividade da fosfatase alcalina (item 4.9.2), dosagem de colageno total pela coloracdo de
Sirius Red (item 4.9.1), avaliacdo da deposicdo de calcio pela coloragdo com Alizarin Red S
(item 4.9.4), deteccdo de mineralizacdo pela coloracdo de von Kossa (item 4.9.3) e analise da
expressdo génica de FA, osteopontina e colageno tipo | (item 4.9.5). Os resultados de cada
ensaio estdo apresentados a seguir.

5.9.1. Avaliacao da sintese de colageno total
O ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red (item 4.9.1) foi realizado a fim de

avaliar a sintese de colageno pelas células apos 1, 7, 14 e 21 dias de indugdo da diferenciacdo

osteogénica.
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Foi possivel observar que houve maior producdo de colageno nas OFSCs cultivadas
em meio osteogénico em comparacdo as OFSCs cultivadas no meio de cultura basal nos
tempos de 7, 14 e 21 dias (p<0,05) (Figura 20).
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Figura 20. Representacdo gréafica da quantidade de colégeno sintetizada pelas OFSCs durante a indugdo da
diferenciacdo osteogénica. As OFSCs, na quarta passagem, foram plaqueadas na concentracdo de 5x102
células/pogo em placas de 24 pogos. Ap6s 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio colorimétrico
baseado no Sirius Red e a concentragdo de colageno sintetizada ao final de cada tempo de cultura foi inferida. n=
3; * células cultivadas em meio osteogénico versus células cultivadas em meio basal (p<0,05).

Em contraposi¢do, ndo houve diferencas na sintese de colédgeno total entre os

fibroblastos cultivados no meio osteogénico em relagéo ao seu controle (Figura 21).

2.0
Meio Basal

= Bl Meio Osteogénico
S 1.5 T
€ I
o —_
c -
Y 1.0
o
] =
o
O 0.54

0.0 T T T T

1 7 14 21
Dias

Figura 21. Representacao grafica da quantidade de colageno sintetizada pelos fibroblastos durante a indugéo da
diferenciacio osteogénica. Os fibroblastos, na quarta passagem, foram plaqueadas na concentracdo de 5x102
células/pogo em placas de 24 pogos. Apo6s 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio colorimétrico
baseado no Sirius Red e a concentragdo de colageno sintetizada ao final de cada tempo de cultura foi inferida. n=
3.

5.9.2. Avaliagéo da atividade da fosfatase alcalina
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A atividade da FA durante a diferenciacdo osteogénica foi avaliada até o 21° dia de
inducdo, pelo ensaio de BCIP-NBT (item 4.9.2).

Foi possivel observar que, no sétimo dia de inducdo da diferenciacdo, a atividade da
FA foi maior nas OFSCs cultivadas no meio osteogénico em rela¢do ao seu controle (células
cultivadas no meio basal), sendo que o contrério ocorreu nos outros tempos de cultivo
(p<0,05) (Figura 22).

Verificou-se também que as OFSCs cultivadas no meio osteogénico apresentaram o
nivel mais elevado de atividade da FA no sétimo dia, sendo que o nivel de atividade da
enzima diminuiu nos tempos de 14 e 21 dias de inducdo da diferenciacdo osteogénica.
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Figura 22. Representacéo grafica da atividade da fosfatase alcalina nas culturas de OFSCs durante a indugéo da
diferenciacio osteogénica. Foram semeadas 5x10? células/poco em placas de 24 pocos. Apés 7, 14 e 21 dias de
cultivo foi realizado o ensaio de BCIP/NBT. O precipitado purpura formado foi solubilizado e a densidade 6tica
mensurada. O valor da densidade 6dtica foi dividido pelo nimero de células contado em cada tempo de cultivo
como critério de normalizagdo. n= 3; * células cultivadas em meio osteogénico versus células cultivadas em
meio basal (p<0,05).

Em relacdo aos fibroblastos, observou-se que ambos 0s grupos, induzidos ou ndo a
diferenciacdo, apresentaram baixos niveis de atividade da FA (Figura 23). A atividade desta
enzima foi maior no grupo de fibroblastos cultivados no meio osteogénico, quando

comparado com seu controle, apenas no 21° dia de inducéo da diferenciagéo (p<0,05).
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Figura 23. Representacdo grafica da atividade da fosfatase alcalina nas culturas de fibroblastos durante a
indugdo da diferenciacéo osteogénica. Foram semeadas 5x10° células/poco em placas de 24 pogos. Apés 7, 14 e
21 dias de cultivo foi realizado o ensaio de BCIP/NBT. O precipitado purpura formado foi solubilizado e a
densidade Gtica mensurada. O valor da densidade 6tica foi dividido pelo nimero de células contado em cada
tempo de cultivo como critério de normalizacdo. n= 3; * células cultivadas em meio osteogénico versus células
cultivadas em meio basal (p<0,05).

5.9.3. Avaliagdo da mineralizagéo

Para avaliar a presenca de nddulos de mineralizacdo, foi realizada a coloracdo pelo
método de von Kossa (item 4.9.3) ap6s 21 dias de inducéo da diferenciacdo osteogénica.

A presenca de nddulos de mineralizagdo, representada por coloracdo negra ou marrom,
foi observada apenas no grupo de OFSCs cultivadas em meio de cultura osteogénico (Figura
24-B). Ja os fibroblastos cultivados no meio indutor osteogénico (Figura 25-B) nao
apresentaram mineralizagcdo da matriz extracelular assim como os grupos controles (Figuras
24-A e 25-A).
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Figura 24. Fotomicrografias das OFSCs coradas pelo método de von Kossa. OFSCs cultivadas em meio de
cultura basal (A) e em meio indutor osteogénico (B) por 21 dias. Barras = 150 pm.

Figura 25. Fotomicrografias dos fibroblastos corados pelo método de von Kossa. Fibroblastos cultivados em
meio de cultura basal (A) e em meio indutor osteogénico (B) por 21 dias. Barras = 150 pm.

5.9.4. Avaliacéo da deposicao de calcio

A avaliacdo da deposicdo de célcio durante inducdo da diferenciacdo osteogénica foi
feita por meio da coloracdo com Alizarin Red S (item 4.9.4).

Foi possivel verificar que apenas as OFSCs cultivadas na presenca do meio indutor
osteogénico apresentaram matriz extracelular rica em célcio, representada pela coloracdo
vermelha, apés 21 dias de inducdo da diferenciacdo (Figura 26-B). Os fibroblastos cultivados
em meio osteogénico (Figura 27-B), assim como os grupos controles (Figuras 26-A e 27-A),

n&do apresentaram matriz extracelular calcificada.
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Figura 26. Fotomicrografias das OFSCs coradas com Alizarin Red S. OFSCs cultivados em meio de cultura
basal (A) e em meio indutor osteogénico (B) por 21 dias. Barras = 150 um.

Figura 27. Fotomicrografias dos fibroblastos corados com Alizarin Red S. Fibroblastos cultivados em meio de
cultura basal (A) e em meio indutor osteogénico (B) por 21 dias. Barras = 150 pm.

5.9.5. Analise da expressao génica de FA, osteopontina e colageno tipo |

Apo6s 21 dias de inducdo da diferenciacdo osteogénica, foi realizada a PCR a fim de
comprovar a diferenciacdo por meio da amplificacdo especifica de fragmentos dos genes FA,
osteopontina e colageno tipo I. Como controle interno da reacédo foi utilizado o gene GAPDH
(item 4.9.5).

Bandas referentes a amplificacdo do segmento génico de FA foram detectadas nas
OFSCs cultivadas no meio de cultura basal e no meio indutor osteogénico, sendo que houve
um aumento qualitativo na expressdo de FA nas OFSCs cultivadas no meio osteogénico. Em
contrapartida, ndo foram observadas bandas referentes a amplificagcdo do segmento génico de
FA nos fibroblastos cultivados no meio basal. Foi possivel visualizar uma leve banda
referente a amplificacdo do segmento génico de FA nos fibroblastos cultivados no meio
osteogénico (Figura 28).
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Figura 28. Deteccdo da expresséo de fosfatase alcalina, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio

de cultura basal e em meio osteogénico por 21 dias. CN: Controle negativo da reacdo. GAPDH é controle interno
da reagdo.

Foram detectadas bandas referentes a amplificagdo do segmento génico da
osteopontina apenas nas OFSCs cultivadas no meio osteogénico e nos fibroblastos cultivados
no meio basal. Ja as OFSCs cultivadas no meio de cultura basal e os fibroblastos cultivados
no meio osteogénico ndo apresentaram bandas referentes a amplificacdo do segmento génico

da osteopontina (Figura 29).
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Figura 29. Deteccdo da expressdo de osteopontina, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de
cultura basal e em meio osteogénico por 21 dias. CN: Controle negativo da reacdo. GAPDH é controle interno da
reacao.

Em contraste, as OFSCs e fibroblastos cultivados nos dois meios de cultura (basal e

osteogénico) apresentaram expressdo génica de colageno tipo I (Figura 30).
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Figura 30. Deteccéo da expresséo de colageno tipo I, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de
cultura basal e em meio osteogénico por 21 dias. CN: Controle negativo da reacdo. GAPDH é controle interno da
reacao.

5.10. Inducéo da diferenciacédo adipogénica

As OFSCs e fibroblastos foram induzidos a diferenciacdo adipogénica por meio do
cultivo em meio de cultura contendo fatores indutores por 21 dias (item 4.10). A fim de
comprovar a diferenciacdo adipogénica, foram realizados os seguintes ensaios: detec¢do do
acumulo intracelular de lipideos e analise da expressdo génica de PPARG2, GLUT 4 e

leptina. Os resultados de cada ensaio estdo apresentados a seguir.

5.10.1. Detecgdo do acumulo intracelular de lipideos

A fim de confirmar a diferenciacdo adipogénica por meio da coloracdo de lipideos
presentes no interior das células foi realizada a coloracdo com QOil Red O apds 21 dias de
inducdo da diferenciacgdo (item 4.10.1).

Foi possivel observar a presenca de lipideos intracelulares apenas nas OFSCs
cultivadas no meio adipogénico (Figuras 31-B e 31-D). Em contraposicdo, os fibroblastos
cultivados em meio adipogénico (Figura 32-B e 32-D), assim como 0S grupos controles
(Figuras 31-A, 31-C, 32-A e 32-C), ndo apresentaram acumulo intracelular de lipideos.
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Figura 31. Inducéo da diferenciacdo adipogénica das OFSCs. Fotomicrografias das OFSCs do grupo controle,
cultivadas em meio de cultura basal por 21 dias, antes (A) e apds (C) a coloragdo com Oil Red O.
Fotomicrografias das OFSCs cultivadas em meio indutor adipogénico, por 21 dias, antes (B) e ap6s (D) a
coloragdo com Oil Red O. Barras = 50 pum.
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Figura 32. Inducédo da diferenciacdo adipogénica dos fibroblastos. Fotomicrografias dos fibroblastos do grupo
controle, cultivadas em meio de cultura basal, por 21 dias, antes (A) e ap6s (C) a colora¢do com Oil Red O.
Fotomicrografias dos fibroblastos cultivados em meio indutor adipogénico, por 21 dias, antes (B) e ap6s (D) a

coloracdo com Oil Red O. Barras = 50 pm.
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5.10.2. Andlise da expressao génica de leptina, GLUT 4 e PPARG2

Ap0s 21 dia de inducdo da diferenciacdo adipogénica, foi realizada a PCR a fim de
comprovar a diferenciacdo por meio da amplificacdo especifica de fragmentos dos genes
leptina, GLUT 4 e PPARG2. Como controle interno da reagéo foi utilizado o gene GAPDH
(item 4.10.2).

Houve expressdo génica de PPARG2 (Figura 33) e GLUT 4 (Figura 34) apenas nas
OFSCs cultivadas no meio indutor adipogénico. Em contraste, ndo foram detectadas bandas
referentes & amplificacdo dos segmentos génicos de PPARG2 e GLUT 4 nas OFSCs
cultivadas no meio basal, assim como nos fibroblastos cultivados no meio basal e no meio
adipogénico.
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Figura 33. Detecgdo da expressdo de PPARG2, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de
cultura basal e em meio adipogénico por 21 dias. CN: Controle negativo da reacdo. GAPDH é controle interno
da reacéo.
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Figura 34. Deteccdo da expressdo de GLUT 4, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de

cultura basal e em meio adipogénico por 21 dias. CN: Controle negativo da reacdo. GAPDH é controle interno
da reagdo.

Observou-se que houve expressdo génica de leptina apenas nas OFSCs cultivadas no
meio adipogénico ja que ndo foi detectada banda referente a amplificagdo do segmento génico
de leptina nas OFSCs cultivadas no meio basal. Em contraposi¢édo, houve expressdo génica de
leptina nos fibroblastos cultivados tanto no meio basal quanto no meio indutor adipogénico

(Figura 35).
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Figura 35. Deteccdo da expressdo de leptina, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de cultura
basal e em meio adipogénico por 21 dias. CN: Controle negativo da reacdo. GAPDH é controle interno da
reacéo.

5.11. Inducéo da diferenciagdo condrogénica

Para promover a diferenciacdo condrogénica, as OFSCs e fibroblastos, na 4°
passagem, foram cultivados em um sistema de pellet de células, por 21 dias, na presenca do
meio indutor (item 4.11). Apos esse periodo, observou-se que os pellets dos fibroblastos
apresentaram tamanho menor em relacdo aos pellets das OFSCs (Figura 36). Os ensaios para
comprovar a diferenciacdo condrogénica foram realizados ao término do periodo de inducéo e

estdo descritos a seguir.

Figura 36. Pellets formados pelas OFSCs (a esquerda) e fibroblastos (& direita) ap6s 21 dias de indugdo da
diferenciacdo condrogénica.

5.11.1 Avaliacao da deposicéo de proteoglicanos
Ap0s 21 dias de inducdo da diferenciagdo condrogénica, os pellets foram incluidos em

parafina e os cortes histoldgicos obtidos foram corados com hematoxilina e eosina e também

com Alcian Blue, a fim de visualizar a deposicéo de proteoglicanos.
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Verificou-se que tanto os pellets formados pelas OFSCs (Figura 37) quanto os pellets
formados pelos fibroblastos (Figura 38) apresentaram marcacao positiva para a coloragéo de

Alcian Blue, evidenciando a deposicédo de proteoglicanos na matriz extracelular.

Figura 37. Pellets formados pelas OFSCs ap6és 21 dias de indugdo da diferenciacdo condrogénica. Coloragao
hematoxilina e eosina (A) e Alcian Blue (B e C). Barras = 150 um (A e C). Barra = 300 um (B).

Figura 38. Pellets formados pelos fibroblastos apds 21 dias de inducdo da diferenciacdo condrogénica.
Coloragdo com hematoxilina e eosina (A) Alcian Blue (B e C). Barras = 150 pm.

5.11.2. Avaliacéao da sintese de colageno total

O ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red foi realizado a fim de avaliar a sintese
de colageno total pelas OFSCs e fibroblastos durante a indugéo da diferenciacdo condrogénica
(item).

Foi observado aumento da sintese de colageno total nas OFSCs induzidas a
diferenciacdo condrogénica em comparacgao ao seu grupo controle nos tempos de 14 e 21 dias
(p<0,05) (Figura 39).
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Figura 39. Representacdo gréfica da quantidade de colageno sintetizada pelas OFSCs durante a inducdo da
diferenciacdo condrogénica. As OFSCs, na quarta passagem, foram plaqueadas na concentracdo de 5x10°
células/pogo em placas de 24 pocos. Apos 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio colorimétrico
baseado no Sirius Red e a concentracdo de colageno sintetizada ao final de cada tempo de cultura foi inferida. n=
3; * células cultivadas em meio condrogénico versus células cultivadas em meio basal (p<0,05).

Também foi observado aumento na sintese de colageno total nos fibroblastos
cultivados em meio indutor condrogénico em comparagdo ao seu controle nos tempos de 14 e

21 dias de inducdo da diferenciacdo (p<0,05) (Figura 40).
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Figura 40. Representacéo gréafica da quantidade de colageno sintetizada pelos fibroblastos durante a inducéo da
diferenciacdo condrogénica. Os fibroblastos, na quarta passagem, foram plagueadas na concentragdo de 5x10?
células/pogo em placas de 24 pogos. Ap6s 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio colorimétrico
baseado no Sirius Red e a concentragdo de colageno sintetizada ao final de cada tempo de cultura foi inferida. n=
3; * células cultivadas em meio condrogénico versus células cultivadas em meio basal (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

As bolsas de gordura da palpebra representam uma fonte potencial de células-tronco
para utilizacdo na medicina regenerativa, com amplas possibilidades de uso terapéutico
podendo ser aplicadas clinicamente a uma série de doencas oculares (Korn et al., 2009).

As OFSCs apresentam algumas vantagens para emprego no campo da medicina
regenerativa, tendo em vista a facilidade de obtencao das bolsas de gordura da palpebra. Estas
sdo, geralmente, removidas e descartadas durante a blefaroplastia, que € um procedimento
cirdrgico pouco invasivo, rapido e que requer o uso de anestesia local. Atualmente, é
crescente 0 nimero de pessoas que recorrem a esse tipo de cirurgia pléstica a fim de reverter
os sinais de envelhecimento das estruturas palpebrais (Ishizuka, 2012). Além dessa facilidade
de obtencdo, as OFSCs podem ser uma fonte autdloga de células para uso na medicina
regenerativa.

Apo6s o processamento enzimatico das bolsas de gordura palpebral obteve-se uma
populacdo de células aderentes a superficie plastica, de morfologia fibroblastdide, com
potencial de autorrenovacdo e formacdo de coldnias, corroborando com os dados de Korn et
al. (2009) e Ho et al. (2011).

Foi proposta a utilizagdo de meio de cultura contendo suplementos humanos em
substituicdo ao soro fetal bovino (SFB) tendo em vista que a auséncia de elementos
xenobiodticos em culturas celulares é preconizada pelos protocolos de Boas Préticas de
Manipulacdo como uma das formas seguras para utilizacdo terapéutica das células-tronco
(Lindroos et al., 2011). Dessa forma, diversos estudos vém sendo conduzidos na tentativa de
substituir o SFB por suplementos livres de componentes animais (Lin et al., 2005; Pérez-
llzarbe et al., 2009; Cho et al., 2011; Paula et al., 2013; Gottipamula et al., 2013).

Todos os trabalhos existentes na literatura, até 0 momento, envolvendo as OFSCs
utilizaram meio DMEM suplementado com 10% SFB ou meio MesenPro, que contém 2% de
SFB (Korn et al., 2009; Ho et al., 2011; Chien et al., 2012; Lee et al., 2013; Ong et al., 2013).
Gregory et al. (2006), demonstraram que ocorre acumulo intracelular de antigenos bovinos
pelas células-tronco mesenquimais (MSCs) mesmo quando estas sdo cultivadas em meio
contendo baixas concentra¢fes de SFB como 2%. A internalizacdo ou aderéncia de proteinas
xenogénicas a superficie celular pode provocar reagdes imunoldgicas severas quando
transplantadas (Selvaggi et al., 1997). Alem disso, 0 SFB pode conter endotoxinas e ser uma

fonte de virus, bactérias e prions (Mannello & Tonti, 2007).
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No presente estudo, avaliou-se a capacidade de expansdo das OFSCs em meio de
cultura suplementado com pool de soro alogénico humano (SH) ou plasma alogénico humano
(PH) em comparacgédo ao meio contendo SFB. O plasma e o soro humano séo boas alternativas
para substituir o SFB devido a disponibilidade desses suplementos e a possibilidade de
realizacdo de testes para patdgenos humanos antes da utilizacdo no cultivo e transplante
celular (Aldahmash et al., 2011). O emprego desses suplementos também justificam-se, uma
vez que a expressao dos antigenos do sistema ABO e outros antigenos de superficie baseados
em proteinas e carboidratos ndo sdo detectaveis em MSCs, permitindo a substituicdo do SFB
por soro de qualquer grupo sanguineo (Schafer et al., 2011).

Foi observado que as OFSCs mantiveram o formato fibroblastoide, a capacidade de
formar col6nias e a aderéncia a superficie plastica na presenca dos trés meios de cultura
analisados (SH, PH ou SFB). Entretanto, na presenca dos meios de cultura contendo
suplementos humanos, as células apresentaram um tamanho menor quando comparadas as
celulas cultivadas em SFB. Outros trabalhos também demonstraram tamanho menor das
células-tronco derivadas do tecido adiposo obtidas a partir do lipoaspirado (hASCs)
cultivadas em meio suplementado com pool de soro alogénico humano, soro humano AB ou
plasma rico em plaquetas — trombina ativadas quando comparadas com as hASCs mantidas
em meio suplementado com SFB (Kocaoemer et al., 2007; Paula et al., 2013). Da mesma
forma, Isaac et al. (2011), demonstraram que fibroblastos cultivados em meio contendo soro
humano apresentavam tamanho menor quando comparados com fibroblastos cultivados em
meio suplementado com SFB.

As culturas de OFSCs em meio de cultura suplementado com SH ou PH apresentaram-
se mais densas que as culturas em meio contendo SFB em todas as passagens. Quando
comparados apenas 0s meios contendo suplementos humanos, observou-se maior densidade
celular na presenca do meio suplementado com SH. O tempo de duplicacdo médio das células
cultivadas em meio com SH, PH ou SFB foi estimado em 32, 70 e 89 horas respectivamente.
Paula et al. (2013), também observaram maior densidade celular e menor tempo de duplicagédo
das hASCs cultivadas em meio suplementado com pool de soro alogénico humano em
comparacdo as células cultivadas em meio contendo SFB.

A expansdo acumulada das OFSCs cultivadas em meio suplementado com SH foi
maior do que em meio suplementado com PH, que por sua vez, foi maior do que em meio

contendo SFB. Da mesma forma, a cinética de proliferacdo das populagdes, demonstrada
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pelas curvas de crescimento, mostraram maior proliferacdo celular no meio suplementado
com SH quando comparado ao meio contendo PH, que por sua vez, levou a maior
proliferacdo celular do que o meio suplementado com SFB. Verificou-se entdo, no presente
trabalho, uma cinética acelerada de proliferacdo das OFSCs, obtidas a partir de um pequeno
volume de tecido adiposo, nos meios de cultura contendo suplementos humanos,
principalmente o SH. Essa taxa de proliferacdo acelerada implica em tempo de cultura mais
curto necessario para obter quantidade de células requerida para transplante, o que torna essas
condicdes de cultivo de MSCs humanas ainda mais apropriadas para utilizacao clinica.

Os achados descritos acima sdo semelhantes aos de outros estudos, que demonstraram
maior taxa de proliferacdo das hASCs e das MSCs derivadas da medula 6ssea, vilosidades
coridnicas ou polpa dental em meios contendo suplementos humanos em comparacdo aos
meios contendo SFB (Kocaoemer et al., 2007; Goedecke et al., 2011; Poloni et al., 2012 e
Pisciotta et al., 2012). Entretanto, estudo de Lindroos et al. (2010), demonstrou que as hASCs
apresentavam niveis compativeis de proliferacdo em meios suplementados com 15% de soro
humano ou 10% de SFB. Em outros estudos, ndo foram observadas diferencas na taxa
proliferativa de MSCs imortalizadas ou derivadas da medula 6ssea e fibroblastos em meio
suplementado com soro alogénico humano em comparacdo ao meio contendo SFB (Bieback
et al., 2009; Pérez-llzarbe et al., 2009; Aldahmash et al., 2011; Isaac et al., 2011). Os achados
do presente estudo contrariam também o trabalho de Lin et al. (2005), no qual ndo foram
observadas diferencas na taxa de proliferacdo das MSCs derivadas da medula dssea quando
cultivadas na presenca de meio suplementado com plasma humano, soro humano ou SFB.

As OFSCs cultivadas em meio de cultura basal, contendo os trés tipos de suplementos,
foram capazes de metabolizar o MTT e produzir cristais de formazan indicando a viabilidade
dessas células nos trés meios avaliados. Obteve-se maior quantidade de cristais de formazan e
maior densidade Otica nas culturas contendo SH como suplemento em comparagdo ao SFB.
Esse resultado provavelmente se deve ao maior nimero de células presentes nas culturas com
SH, corroborando com a maior proliferacdo observada para as OFSCs neste meio em relacao
ao meio contendo SFB, uma vez que, o nimero de células viaveis é diretamente proporcional
a quantidade de cristais de formazan produzidos.

Entretanto, verificou-se que, embora as culturas contendo PH apresentassem menor
quantidade de células em comparacdo com as culturas contendo SH, ndo houve diferencas na

densidade dtica entre essas culturas no tempo de 14 dias. Sendo que, no tempo de 21 dias de
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cultivo, a metabolizagdo do MTT foi maior no meio de cultura suplementado com PH em
comparacdo ao meio suplementado com SH. Esse resultado provavelmente se deve ao fato de
que os cristais de formazan produzidos pelas células cultivadas em meio suplementado com
PH eram maiores e apresentavam coloracdo mais forte quando comparados com o0s cristais
produzidos pelas células cultivadas em SH ou SFB. Esse achado indica maior atividade
metabdlica das OFSCs cultivadas em meio suplementado com PH, provavelmente devido ao
cloreto de célcio utilizado durante o processamento do plasma. No entanto, esse efeito do
calcio na ativacao celular nao foi avaliado.

A fosfatase alcalina é um dos marcadores de indiferenciagdo das células-tronco
embrionarias e é descrita também para MSCs (Riekstina et al., 2009). Os diferentes tipos de
suplementos empregados nos meios de cultura basal parecem interferir na atividade da
enzima. Os niveis da densidade Otica foram superiores nas culturas cultivadas em meio
suplementado com SH ou PH comparadas com SFB. Sendo que a densidade 6tica foi maior
nas culturas contendo SH quando comparadas com o PH. Este resultado sugere que o SH
pode ser o melhor suplemento para manter as MSCs em um estado indiferenciado. Iremos
realizar marcacdo das células com a fosfatase alcalina para quantificar a porcentagem de
células positivas ao longo de diversas passagens para comprovar este resultado.

Todos os experimentos discutidos acima demostraram maior cinética de proliferacdo
celular na presenca do meio de cultura suplementado com SH em comparacdo ao meio
contendo PH. Assim, foi feita a escolha pelo SH e este foi utilizado para suplementacdo do
meio de cultura de todos os experimentos relacionados a caracterizacao fenotipica e funcional
das OFSCs. Concomitante com o estudo de caracterizacdo das OFSCs em meio suplementado
com SH foi feito estudo comparativo destas células com os fibroblastos obtidos da pele da
palpebra.

As palpebras sdo uma excelente fonte de MSCs e fibroblastos dérmicos para estudo
comparativo, tendo em vista a separagdo anatbmica existente entre os compartimentos de
gordura e a pele palpebral. Essa separacdo elimina os riscos de contaminagdes das OFSCs
com fibroblastos dérmicos e vice e versa.

Além disso, como a pele e as bolsas de gordura sdo, geralmente, removidas e
desprezadas durante a blefaroplastia, torna-se possivel o estudo comparativo de fibroblastos e
MSCs do mesmo paciente. Isso evita a introducao de varia¢des individuais para a comparagédo

de diferentes tipos celulares, eliminando variagdes nos padrfes de expressao génica e funcbes
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celulares que ndo podem ser diretamente associadas a identidades celulares distintas (Jaager et
al., 2012).

Os fibroblastos foram isolados da pela da péalpebra cujas analises histologicas
revelaram a presenca de pequenas quantidades de tecido adiposo subcutaneo em duas, das
cinco amostras analisadas. Conforme indicado por alguns autores, a pele palpebral possui
escassez ou auséncia de tecido adiposo subcutaneo (Moura et al., 1997; Sullivan et al., 2011;
Dantas, 2011). Assim, o isolamento de fibroblastos da pele da palpebra pode se dar de forma
mais segura, com menores riscos de contaminacdo com MSCs derivadas do tecido adiposo
subcutaneo.

O processamento da pele da palpebra resultou em uma populacdo homogénea de
células semelhantes as OFSCs nos seguintes aspectos: aderéncia a superficie plastica,
morfologia fibroblastdide, potencial de autorrenovacdo e formacdo de colbnias. Apds o
isolamento dos fibroblastos a capacidade de expanséo destes foi comparada com a capacidade
proliferativa das OFSCs. A taxa de duplicacdo acumulada das duas populagdes celulares foi
semelhante, sendo o tempo de duplicacdo médio dos fibroblastos estimado em 43 horas e das
OFSCs em 46 horas. Além disso, a curva de crescimento apresentou perfil semelhante.

Corroborando com os achados descritos acima, varios estudos demonstram que as
MSCs compartilham semelhancas in vitro com os fibroblastos no que diz respeito ao tamanho
celular, morfologia e capacidade proliferativa (Sabatini et al., 2005; Haniffa et al., 2007; Alt
et al., 2011; Blasi et al., 2011). No entanto, Lysy et al. (2007), demonstraram que fibroblastos
dérmicos, embora compartilhassem a mesma morfologia com as MSCs, apresentaram
capacidade proliferativa maior com taxa de crescimento superior.

Apb6s o estudo da cinética de proliferacdo dos fibroblastos e OFSCs, foi feita a
avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) e observou-se que a atividade dessa enzima €
praticamente inexistente nos fibroblastos em contraste com as OFSCs, que apresentaram
elevados niveis de atividade da enzima. Foi analisada também a expressdo génica da FA nos
dois tipos celulares e verificou-se que, enquanto as OFSCs expressaram 0 gene da FA, nédo
houve expressdo deste gene nos fibroblastos. A FA é uma enzima presente em células
indiferenciadas e por isso, é utilizada como um marcador de células-tronco. A baixa expressao
génica e atividade dessa enzima nos fibroblastos justificam-se uma vez que estes sdo
considerados células terminalmente diferenciadas (Bae et al., 2009; Cappellesso-Fleury et al.,

2010; Pereira et al., 2011). Huang et al. (2010), ao comparar uma linhagem de fibroblastos
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imortalizados com MSCs da medula 6ssea demonstraram que ndo houve expressdo dessa
enzima nos fibroblastos imortalizados. Cappellesso-Fleury et al. (2010) demonstraram que a
dosagem de FA foi praticamente nula em culturas de fibroblastos do prepucio humano.

Foi estabelecida entdo uma caracterizacdo fenotipica das OFSCs e fibroblastos com o
intuito de identificar as populacGes celulares por meio da combinacdo da expressédo de
marcadores de superficie. Verificou-se que as OFSCs constituiram, in vitro, uma populacdo
homogénea ja que 100% das células expressaram os antigenos CD73, CD105, CD166 e HLA-
ABC; 99,8% expressaram CD9; 98,5% expressaram CD90 e menos de 2% expressaram 0S
marcadores CD34, CD19, CD14, CD45 e HLA-DR. Fenotipicamente, as OFSCs estdo de
acordo com o perfil proposto pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (Dominici et
al., 2006).

A comparacdo do imunofenotipo das OFSCs e fibroblastos revelou diferenca apenas
na expressédo de CD9. Os marcadores CD73, CD90 e HLA-ABC foram expressos por 100%
dos fibroblastos, 0 CD166 foi expresso por 99,6% e o CD105 por 99,3%, enquanto 93% dos
fibroblastos expressaram CD9. Ja os marcadores de superficie CD34, CD19, CD14, CD45 e
HLA-DR foram expressos em menos de 2% da populacéo.

Discordando com os dados de imunofenotipagem do presente trabalho, um estudo
demonstrou maior nivel de expressdo de CD9 em fibroblastos adquiridos comercialmente em
comparagdo com MSCs (Halfon te al., 2011). Vérios estudos mostram que fibroblastos e
MSCs apresentam imunofendtipo similar (Lysy et al., 2007; Lorenz et al., 2008; Bae et al.,
2009; Alt et al., 2011; Blasi et al., 2011).

Apos a caracterizacdo fenotipica, as OFSCs e fibroblastos foram caracterizados
também quanto a capacidade de diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica.

Em relacdo a diferenciacdo osteogénica, observou-se aumento da sintese de colageno
total nas OFSCs a partir do sétimo dia de inducdo da diferenciacdo, o que ndo foi observado
nos fibroblastos. Embora a dosagem néo tenha sido especifica para o colageno tipo I, sabe-se
que este tipo de colageno é um dos marcadores de osteoblastos mais rapidamente expressos
em células comprometidas com esta linhagem, sendo sua deposicdo na matriz extracelular um
evento relativamente inicial na via de diferenciacdo de osteoblastos (Aubin, 2001).

O aumento do nivel de atividade da fosfatase alcalina também é considerado um
marcador precoce da diferenciacdo osteogénica, enquanto uma posterior diminuicao

correlaciona-se com uma avangada mineralizacdo da matriz e um fenétipo celular mais
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maduro (Jaiswal et al., 1997). Os resultados obtidos com as OFSCs indicaram que no sétimo
dia de cultivo, as células mantidas em meio osteogénico apresentaram nivel mais elevado de
atividade da FA, sendo que esse nivel diminuiu nos tempos de 14 e 21 dias de inducéo da
diferenciacao.

Em relacdo aos fibroblastos, observou-se que ambos os grupos, induzidos ou ndo a
diferenciacdo, apresentaram baixos niveis de atividade da FA. A atividade desta enzima foi
maior no grupo de fibroblastos cultivados no meio osteogénico, quando comparado com seu
controle, apenas no 21° dia de inducéo da diferenciacao.

Foi também avaliada a presenca de nodulos de mineralizacdo durante a indugdo da
diferenciacdo osteogénica. As coloracdes pelo Alizarin Red S e pelo método de von Kossa
evidenciaram a presenca de célcio e fosfato, respectivamente, em areas nodulares de matriz
mineralizada nas OFSCs cultivadas em meio osteogénico, o que ndo foi observado nas
culturas de fibroblastos induzidos a diferenciacéo.

A andlise da expressdo génica de fosfatase alcalina e osteopontina comprovou que as
OFSCs se comprometeram com a linhagem osteogénica, em contraste com os fibroblastos,
gue ndo se diferenciaram em osteoblastos.

Corroborando com o achado do teste de atividade da FA, néo foi observada expressao
génica dessa enzima nos fibroblastos cultivados em meio basal, enquanto foi observada uma
leve banda referente a amplificacdo do segmento génico de FA nos fibroblastos mantidos em
meio osteogénico por 21 dias. Da mesma forma, Bouffi et al. (2011), mostraram um ligeiro
aumento na expressdo de FA em fibroblastos dérmicos apds 21 dias de inducdo da
diferenciacdo osteogénica embora outros testes tenham comprovado que estes fibroblastos
ndo se diferenciaram em osteoblastos.

As OFSCs e fibroblastos foram submetidos também a inducdo da diferenciacdo
adipogénica. Foi observado acumulo intracelular de lipideos e expressdo génica de
marcadores da linhagem adipogénica, como PPARG2 e do transportador de glicose GLUT 4
apenas nas OFSCs cultivadas em meio adipogénico, o que ndo foi observado para 0s
fibroblastos. Esses resultados revelaram a capacidade de diferenciacdo adipogénica das
OFSCs e demonstraram que os fibroblastos ndo foram capazes de se diferenciar nessa
linhagem celular.

Em relacdo a leptina, houve expressdo génica dessa proteina nas OFSCs cultivadas em

meio adipogénico o que ndo foi observado nas OFSCs mantidas em meio basal. Em
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contraposicdo, houve expressao génica de leptina nos fibroblastos cultivados tanto no meio
basal quanto no meio indutor adipogénico. Em 2001, Glasow et al. demonstraram, pela
primeira vez, que fibroblastos dérmicos sintetizam e secretam leptina, a qual pode exercer
importantes acdes autdcrinas e paracrinas.

Foi avaliada também a capacidade de diferenciacdo condrogénica das OFSCs e
fibroblastos. Observou-se, que embora os pellets formados pelos fibroblastos apresentassem
tamanho menor em relacéo aos pellets formados pelas OFSCs, ambos apresentaram marcagédo
positiva para a coloracdo de Alcian Blue, evidenciando a deposicdo de proteoglicanos na
matriz extracelular. A capacidade das células em formar um pellet condensado que aumenta o
volume durante a inducdo da diferenciacdo € um dos indicios precoces de diferenciacdo
condrogénica.

Foi observado também aumento da sintese de colageno total nas OFSCs induzidas a
diferenciacdo condrogénica em comparagédo ao seu grupo controle nos tempos de 14 e 21 dias
de inducdo da diferenciacdo. Nos fibroblastos, também foi observado esse aumento na sintese
de colageno total durante inducdo da diferenciacdo, embora esse aumento ndo tenha sido tdo
pronunciado como nas OFSCs. Sabe-se que a matriz extracelular de tecido cartilaginoso é
composta principalmente de colageno assim, ocorre aumento na sintese de colageno durante a
inducdo da diferenciagdo condrogénica (Melrose et al., 2008; Raghunath et al., 2005).

Esses dados podem ser um indicativo de que as OFSCs e fibroblastos se
comprometeram com a linhagem condrogénica, embora os fibroblastos demonstrem sinais de
diferenciacdo menos pronunciados.

Assim como no presente estudo, Korn et al. (2009) demonstraram o potencial de
diferenciagdo adipogénico das OFSCs e, Ho et al. (2011) demonstraram o potencial de
diferenciacdo osteogénico e condrogénico dessas células. No presente trabalho foi
demonstrado que as OFSCs mantém as suas caracteristicas imunofenotipicas e a capacidade
de diferenciacdo em meio de cultura suplementado com SH em substituicdo ao SFB, que foi o
suplemento utilizado nos outros dois trabalhos de caracterizacdo das OFSCs.

Os achados referentes a capacidade de diferenciacdo dos fibroblastos obtidos no
presente trabalho sdo semelhantes aos de varios estudos, que demonstram que, em contraste
com as MSCs, os fibroblastos ndo possuem o potencial de diferenciagdo multilinhagem
(Wagner et al,. 2005; Brendel et al., 2005; Suzdal’tseva et al., 2007; Bae et al., 2009;
Cappellesso-Fleury et al., 2010; Pereira et al., 2010; Bouffi et al., 2011; Alt et al., 2011).
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Entretanto, esses dados contrariam outros trabalhos que demonstram que, assim como as
MSCs, os fibroblastos sdo capazes de se diferenciar em tipos celulares de origem
mesodérmica (Chen et al., 2007; Lorenz et al., 2008; Blasi et al., 2011; Brohem et al. 2013).
Outros trabalhos apontam ainda que, comparados as MSCs, os fibroblastos apresentam
potencial de diferenciacdo mais restrito (Covas et al., 2008; Hong et al., 2013).

Essa grande contradicdo existente na literatura a respeito das diferengas entre MSCs e
fibroblastos, podem estar relacionadas a diversidade de células comparadas, provenientes de
doadores diferentes, com idades distintas ou mesmo obtidas comercialmente, isoladas e
cultivadas em condigdes diversas (Huang et al., 2010).

Entender as diferencas entre MSCs e fibroblastos é importante para a compreensédo da
biologia dessas células e para futura utilizacdo segura destas no campo da medicina
regenerativa (Cappellesso-Fleury et al., 2010). Os resultados obtidos no presente estudo
possibilitaram distinguir com sucesso as populacbes de OFSCs e fibroblastos da pele
palpebral.

Resumidamente, as OFSCs possuem o imunofendtipo aceito para defini¢cdo de MSCs e
possuem potencial de diferenciacdo multilinhagem quando cultivadas em meios indutores
suplementados com SH e, contrariamente as OFSCs, os fibroblastos da pele da péalpebra ndo
exibem propriedades de multipoténcia in vitro, apresentam menores niveis de expressdo de
CD9 sendo a atividade da fosfatase alcalina quase inexistente neste tipo celular.

Outros estudos também correlacionaram a baixa expressdo e atividade de fosfatase
alcalina com a incapacidade de diferenciacdo multilinhagem dos fibroblastos (Wagner et al.,
2005; Huang et al., 2010; Cappellesso-Fleury et al., 2010). Assim, aliados aos achados do
presente estudo, pode-se sugerir essas caracteristicas como critérios de diferenciacdo entre
MSC:s e fibroblastos.

Os achados do presente estudo ainda comprovaram que o meio de cultura
suplementado com SH, além de ndo alterar as caracteristicas fenotipicas e funcionais das
OFSCs, levam a maior proliferacdo celular, indicando a viabilidade do uso desse suplemento

para cultivo em larga escala de células para fins terapéuticos.

83



CONCLUSAO

7. CONCLUSAO

O presente trabalho comprovou a presenca de células-tronco multipotentes nas bolsas
de gordura da palpebra humana com grande capacidade proliferativa em meio suplementado
com soro humano. Essas células diferenciam-se dos fibroblastos da pele palpebral nos
aspectos: expressdo de CD9, atividade da fosfatase alcalina e multipotencialidade.
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8. PERSPECTIVAS
- Avaliar se as OFSCs se comprometem com a linhagem de células epiteliais da cdrnea
quando cultivadas na presenca do meio de cultura condicionado por fibroblastos obtidos da

pele da palpebra em substituicdo ao meio condicionado por fibroblastos do limbo.

- Avaliar a migracdo das OFSCs para a cornea ap6s implante na palpebra em modelo de leséo

da cérnea em coelhos.

- Avaliar se as OFSCs promoverdo a regeneracdo tecidual em modelo de lesGes da cdrnea em

coelhos.

- Promover o cultivo das OFSCs em membranas nanoestruturadas derivadas da quitosana com

0 intuito de regenerar lesbes da cdrnea.

- Avaliar o processo de regeneracao tecidual em modelo de lesdes da cornea em coelhos apos

implantes de membranas nanoestruturadas de quitosana colonizadas com OFSCs.
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