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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) adultas sdo células-tronco somaticas presentes em
pequenas quantidades em regides perivasculares de todos os tecidos adultos, incluindo a
medula 6ssea (MO), o tecido adiposo, o peridsteo, o tecido muscular e os Orgdos
parenquimatosos. Por ser o tecido mais utilizado e caracterizado para o estudo das
propriedades das células-tronco e por ter sido o primeiro empregado em terapia celular, a
medula éssea € um dos principais tecidos para a obtengao de CTMs. Estudos contemporaneos
vém sendo realizados, descrevendo a utilizacdo alégena e autdégena das CTMs para a
reparagdo de diversos tecidos. Além da terapia celular em animais domésticos, sua
importancia em Medicina Veterindria deve-se também a geracdo de modelos experimentais
aplicdveis a paciente humanos. A presente revisdo objetivou trazer as caracteristicas e 0s usos
atuais das CTMs adultas derivadas da MO, do tecido adiposo e polpa dentaria, bem como os
protocolos laboratoriais e experimentos in vivo desenvolvidos em um laboratério de cirurgia
experimental visando a aplicacdo destas células em pacientes veterindrios € a pesquisa
translacional.

Palavras-chave: células multipotentes, caes, humanos, terapia celular.

ADULT MESENCHYMAL STEM CELLS: CHARACTERISTICS AND
EXPERIMENTAL USE IN ANIMALS

ABSTRACT

The MSCs are defined as a subpopulation of somatic stem cells which are present in small
amounts in perivascular regions of virtually all adult tissues, including bone marrow (BM),
adipose tissue, periosteum, muscle and parenchymatous organs. Because BM is the most used
and characterized tissue to define stem cells properties and for being the first in cell therapy,
BM is one of the main sources for MSCs. Contemporary studies have been performed,
describing the use of autologous and allogeneic MSC for tissue repair in different organs. In
addition to cell therapy in domestic animals its application in veterinary medicine also
provides the generation of experimental models for human diseases. This review aims to bring
the features and current uses of MSCs derived from adult bones tissue, adipose tissue and
dental pulp, as well as laboratory protocols and in vivo experiments developed in a laboratory
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of experimental surgery aiming the application of these cells in veterinary patients and
translational research.

Keywords: multipotent cells, dogs, human, cell therapy.

CELULAS MADRE MESENQUIMALES ADULTAS: CARACTER@STICAS Y
APLICACIONES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

RESUMEN

Las células madre mesenquimales (CMM) son células madre somadticas adultas presentes en
pequenas cantidades en las regiones perivasculares de todos los tejidos adultos, incluyendo la
médula 6sea (MO), el tejido adiposo, el periostio, tejido muscular y los Organos
parenquimatosos. Por su alta utilizacion y caracterizacion en el estudio de las propiedades de
las células madre, asi como por haber sido utilizada por primera vez para la terapia celular, la
médula 6sea es uno de los principales tejidos para la obtencion de CMMs. Actualmente han
sido realizados estudios, que describen el uso de CMM alogénicas y autélogas para la
reparacion de diversos tejidos. Ademds de la terapia celular en los animales domésticos, su
importancia en medicina veterinaria se debe también a la generacion de modelos
experimentales. Esta revision tiene como objetivo revisar las caracteristicas y usos actuales de
las CMM derivadas de la masa d6sea de adultos, tejido adiposo y pulpa dental, asi como los
protocolos de laboratorio y experimentos in vivo desarrollados en un laboratorio de cirugia
experimental. Estos protocolos estdn destinados al uso de CMMs en pacientes veterinarios y
en investigacion translacional.

Palabras clave: células multipotenciales, perros, humanos, terapia celular.
INTRODUCAO

As recentes descobertas sobre a biologia das células-tronco embriondrias (CTE) e
somaticas (CTS), a descricdo de novas fontes de células e a possibilidade de sua futura
aplicacdo clinica tornam essas células uma promissora opg¢do terapéutica para diversas
enfermidades. O reconhecimento dessa importancia culminou com a nomeacdo de dois
pesquisadores, cujas descobertas revolucionaram a pesquisa em células-tronco, o prémio
Nobel em fisiologia e medicina de 2012 a Sir John B. Gurdon e Shinya Yamanaka. O Brasil
possui legislacdo especifica para a pesquisa e utilizacdo terapéutica de células-tronco
viabilizando estudos nesta drea pelo financiamento de projetos em institutos de terapia celular
e centros de exceléncia (1).

O conceito de células-tronco surgiu a partir de experimentos pioneiros realizados no
inicio dos anos 1960 por Ernest A. McCulloch e James E. Till que observaram a presenca de
coldonias hematopoiéticas no baco de camundongos irradiados e que haviam recebido
transplante de medula. Essas colonias eram derivadas de uma unica célula, a célula-tronco (2).
Outros estudos, realizados nas décadas de 1970 e 1980 pelo grupo de pesquisa de Alexander
Friedenstein ampliaram o potencial de uso das MSCs, demonstrando sua capacidade de auto-
renovacdo e diferenciacdo (3). Na época, devido a semelhanca morfolégica com fibroblastos
em cultura, foram denominadas unidades formadoras de coldnia fibroblastica (UFC-F) (4).
Nas décadas seguintes, extensas pesquisas foram desenvolvidas para desvendar o potencial
terapéutico das MSCs (3).

As MSCs sao definidas como uma populacdo de células-tronco somaticas presentes em
regides perivasculares de todos os tecidos adultos, em pequenas quantidades, incluindo a MO,
o tecido adiposo, o peridsteo, o tecido muscular e 6rgaos parenquimatosos. A MO constitui
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um dos principais sitios para a obtenc¢do dessas células, assim como de células-tronco
hematopoiéticas e endoteliais (5). Embora as células-tronco embriondrias e as de
pluripoténcia induzida sejam as de maior potencial de diferenciacdo, existem vdrias limitagdes
a sua utilizacdo devido a seu comportamento bioldgico, consideracdes éticas e manipulacdo
genética (6).

A capacidade de dar origem a diferentes tecidos, entretanto, ndo estd restrita apenas as
células-tronco embriondrias. Células isoladas de tecidos adultos (mesenquimal,
hematopoiético e nervoso) podem dar origem a vdrios tipos de tecidos, como o pancredtico, o
hepdtico, o cardiaco e o nervoso. Acredita-se que essas células desempenhem um importante
papel na regeneracdo apds injuria (1,7). Assim, o transplante de células-tronco adultas
representa uma promissora terapia para doencas como cirrose hepdtica, o diabetes mellitus, a
doenca de Alzheimer, a insuficiéncia cardiaca e o infarto agudo do miocédrdio (8). Nesse
contexto, se tornaram foco de numerosas pesquisas em todo o mundo por fornecer
perspectivas clinicas promissoras (5).

A presente revisdo objetivou trazer as caracteristicas e os usos atuais das MSCs adultas
derivadas da MO, do tecido adiposo e polpa dentdria, bem como os protocolos laboratoriais e
experimentos in vivo desenvolvidos em um laboratério de cirurgia experimental visando a
aplicacdo destas células em pacientes veterindrios.

Caracteristicas das MSCs

Em cultura e condi¢des adequadas de cultivo, as MSC exibem morfologia fibroblastoide
(Figura 1) e s@o capazes de se diferenciar e dar origem a osteoblastos, condroblastos,
hepatdcitos, neurdnios, células epiteliais, renais e cardiacas, dentre outras (5, 9). De acordo
com resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa em CTMs, essas células devem
apresentar o seguinte padrdao fenotipico CD73+, CD90+, CD105+, CD45-, CD34-, CD14 ou
CD11b-, CD79- ou CD19-, HLA-DR (10, 11).

4

e

Figura 1. Cultura de MSCs adultas derivadas do tecido adiposo de coelhos. (A) células ao 5°
dia de cultura e (B) células no 12° dia de cultura. Observar a caracteristica fibroblastoide das
MSCs. (Aumento de 50X)

As primeiras evidéncias do papel das MSCs sobre o sistema imune mostraram que a
administracdo intravenosa delas em babuinos foi capaz de prolongar a sobrevivéncia de
enxertos alogénicos de pele, de forma similar a potentes drogas imunossupressoras utilizadas
rotineiramente na clinica (12). Além dos efeitos imunomoduladores, as MSCs expressam
pequenas quantidades de complexo de histocompatibilidade principal (MHC-I) e niveis
negligencidveis de MHC-II e/ou ndo expressdo MHC-II em sua superficie. Durante o processo
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de selecdo clonal positiva e negativa realizado pelas células de defesa do organismo
(reconhecimento do préprio e do ndo-proprio) utiliza-se 0 MHC. Dessa forma, essas células
seriam toleradas pelo organismo receptor. Também, o contato célula-célula faz com que as
MSCs produzam diferentes tipos de fatores de crescimento soliveis, incluindo fator
estimulador de col6nias de granulécitos (G-CSF), fator estimulador de colonias de
macréfagos e granuldcitos (GM-CSF), fator estimulador de crescimento de macréfago (M-
CSF) e diversas interleucinas (IL-1,6,7,8,11,12,14,15), que influenciam fibroblastos e células
granulociticas envolvidas no processo de inflamacao (5).

Foi observada a¢ao imunomodulatéria das CTMs in vitro, onde essas células alteraram
o padrao de citocinas pelas células T helper e diminuicdo na liberacdo de mediadores como o
fator de necrose tumoral (TNF) e interferon. Além disso, as MSCs inibem a proliferacao de
células T apds estimulo por aloantigenos e agentes mitogénicos e impedem o
desenvolvimento de linfécitos T citotoxicos. Essas acdes poderiam interferir na modulagao da
inflamacdo, induc¢do de tolerancia, reducdo de complicacdes como a rejeicio de alo-
transplantes e a doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD) em humanos (13). In vivo, as
MSCs prolongaram a sobrevida de enxertos de pele e apresentaram varios efeitos
imunomoduladores (14).

1. Células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea (BMSCs)

Nas trés ultimas décadas as BMSCs tém sido alvo de importantes pesquisas cientificas
em func¢do das suas relevantes propriedades para o uso na terapia celular. Por exemplo, a sua
grande habilidade de diferenciacdo em osteoblastos, tanto in vitro quanto in vivo, levou a sua
utilizacdo clinica em estudos pilotos para desordens Osseas hereditdrias e defici€ncias
osteogénicas. J4 a habilidade dessas células em promover revascularizacdo apds injuria
isquémica levou a realizacdo de estudos pré-clinicos em modelos animais de grande e
pequeno porte com isquemia miocardica (15).

Técnicas estudadas atualmente na engenharia de tecidos para a regeneracdo de bexiga
constituem-se em promessa para a substitui¢do parcial ou total do érgdo em pacientes com
bexiga neuropdtica, cancer, cistite intersticial, e outras doencgas inflamatdrias vesicais (16).
Neste 6rgdo, o interesse inicial centrou-se na regeneracdo dos tecidos, na esperanga de
permitir que a ampliacdo vesical autéloga contornasse os multiplos problemas associados com
a enterocistoplastia. No entanto, com maiores informagdes sobre a potencial diferenciacdo
celular, a terapia genética bem sucedida e a progressdao da imunomodulagdo, as possiveis
aplicacdes das BSCs para enfermidades da bexiga podem ser ampliadas. Estudos demonstram
que estas c€lulas poderdo provir o desenvolvimento de enxertos vesicais, podendo diferenciar-
se em urotélio e musculo liso (3).

O potencial das BMSCs semeadas em arcabougco biodegraddvel foi avaliado na
regeneracdo da bexiga em modelo canino, comparando com o miusculo liso em relagdo a
capacidade de crescimento e contratilidade vesicais. Os pesquisadores concluiram que o
arcabouco semeado demonstrou aparéncia celular histologicamente semelhante a do 6rgdo
original, bem como a contratilidade do musculo liso, afirmando que as BSCs podem servir
como alternativa de fonte celular para a engenharia de tecidos urolégica (17).

Na odontologia, o uso destas células também € bastante promissor. Cientistas afirmaram
que os fatores de crescimento e outras proteinas secretadas pelas BSCs podem promover a
regeneracdo do dente. O estudo combinou a utilizacdo das BSCs com as células do germe
dentario (DBCs) do segundo molar ndo erupcionado semeadas em arcabougo e
autotransplantadas em suinos. Os autores demonstraram que as DBCs combinadas com as da
medula 6ssea em arcabouco adequado podem regenerar dentes nesse modelo. Além disso, o
mesmo estudo também indicou que o fluido da medula dssea, pode promover a regeneragio
dentéria. No entanto, questdes que envolvem a determinacdo de forma, controle de tamanho e
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erupcdo do dente precisam ser resolvidas. Conforme os autores, outros estudos deverdo ser
realizados para aperfeicoar a erupcdo dental, podendo fornecer um novo tratamento para
perda de dentes no futuro (18).

2. Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSCs)

Em 2001 foi produzido um trabalho pioneiro, o qual afirmava conter MSC no
lipoaspirado humano e que este poderia se tornar uma fonte alternativa as BSCs (19). Foi
relatado que, a partir dai, deu-se inicio a uma série de pesquisas, em que inimeros autores
conseguiram desenvolver vdrias linhagens celulares a partir de ADSCs humanas e de modelos
experimentais animais. Segundo o autor, a grande vantagem era que a captacdo do tecido
doador de CT nio acarretaria morbidade relevante (4).

Atualmente, o interesse pelas ADSCs tem aumentado muito na medicina,
principalmente em fun¢do da facilidade de obter grandes quantidades destas células pelo
processo de lipoaspiragdo, utilizando apenas anestesia local (11). Quando comparadas com as
BSCs, as ADSCs sao igualmente capazes de se diferenciar em células e tecidos de origem
mesodérmica. Como o tecido adiposo humano estd presente em muitas regides, ¢ de facil
obtencdo em grandes quantidades sob anestesia local com pouco desconforto para o paciente,
podendo se configurar como fonte alternativa de células-tronco para a regeneracao dos tecidos
mesenquimais e engenharia de tecidos (6).

Foram citados usos das ADSCs em humanos para reconstrucao de maxila, em fistulas
associadas ou ndo a doenca de Crohn, em escaras de decubito e na esclerose multipla, entre
outras. Os autores afirmaram que os diversos ensaios clinicos demonstraram que este tipo de
terapia estd se tornando realidade. Surpreendentemente, resultados sugerem que a eficiéncia
das ADSCs na medicina regenerativa pode estar relacionada mais a sua capacidade de
modular a imunidade e/ou inflamacdo do que para seus potenciais de diferenciacdo. A
relevancia fisiolégica deste fenomeno precisa ser melhor documentada, condi¢do que poderia
trazer ganhos de eficiéncia e, talvez, novas possibilidades terapéuticas para estas células (11).

Relacionado ao uso em pele, afirmou-se que a administracdo tépica de ADSCs pode
acelerar o processo de cicatrizagdo da ferida cutanea. No estudo do autor, udlceras cutineas
cronicas quimicamente induzidas foram cobertas com esponja de coldgeno tipo I associada a
ADSCs, o que aumentou a granulagdo tecidual e densidade capilar quando comparado com a
utilizacdo da esponja de coldgeno isolada (6).

Também foi testado o uso das ADSCs para reconstrucido de bexiga, induzindo estas a
diferenciacdo in vitro em musculo liso vesical e semeando-as em arcabougo tridimensional
com o objetivo de verificar se as células iriam continuar a diferenciacdo e crescimento
formando nova estrutura muscular vesical. Apds a semeadura de 14 dias, o arcabouco
cultivado foi implantado em fémeas de ratos adultas atimicas, as quais haviam sofrido
cistectomia com remocdo de aproximadamente 50% da bexiga. O estudo concluiu que as
ADSCs podem ser diferenciadas em musculo liso e semeadas em arcabouco vesical
tridimensional, mantendo a expressao de marcadores moleculares de musculo liso. As ADSCs
foram capazes de manter sua diferenciagdo em misculo liso e viabilidade in vitro e in vivo
dentro da bexiga artificial. Os pesquisadores concluiram que a grande disponibilidade de
ADSCs, combinado com a sua facilidade de obtencdo e capacidade de se diferenciarem em
musculo liso contrétil, faz da ADSC uma alternativa ndo-embriondria competitiva para a
regeneragdo da bexiga e de outros tecidos que possuam musculo liso (20).

3. Células-tronco mesenquimais derivadas da polpa dentdria (DPSCs)

Atualmente, as DPSCs estdao sendo muito utilizadas na odontologia humana em fungao
da facilidade de coleta, a qual esta associada a baixa morbidade. A extracdo das células-tronco
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do tecido pulpar € altamente eficiente, j4 que as mesmas possuem alta capacidade de
diferenciacdo e boa interatividade com biomateriais, tornando-as ideais para reconstrucdo
tecidual. Quando comparadas as BSCs, as DPSCs demonstraram melhor habilidade para
diferenciacdo em tecidos calcificados, embora em diferentes linhagens. Verificou-se que apds
serem semeadas em arcabougo de hidroxiapatita, apresentaram diferenciacdo odontobldstica
em vez de osteoblastica como as BSCs (21).

Ap6s estudos aprofundados de cultura, histoquimica, microscopia eletronica, RT-PCR,
imunoistoquimica e citometria de fluxo com DPSCs humanas, verificou-se que estas células
possuem potencial proliferativo elevado, capacidade de auto-renovacdo e diferenciacio em
vérias linhagens. Os autores afirmaram que estas células podem servir como modelo para o
estudo da diferenciacdo de células-tronco adultas in vitro e regeneracao de tecidos in vivo
(22).

Com o objetivo de caracterizar as células-tronco isoladas da polpa dentéaria de dentes de
cdes (cDPSCs), a fim de definir ainda mais o cdo como modelo animal para a endodontia
regenerativa, pesquisadores isolaram CTMs de dentes pré-molares recém extraidos de Beagles
de 10 meses de idade. As células isoladas foram investigadas para suas propriedades por meio
de andlise de suas caracteristicas clonogénica e de seus crescimentos, pela expressdo de
marcadores de superficie e pela avaliacdo do seu potencial osteo/odontogénico, adipogénico e
neurogénico. Os resultados deste estudo mostraram que as cDPSCs foram capazes de se
diferenciar em linhagem odontoblastica funcional, com potencial de mineralizacdo ativa in
vitro. No entanto, a diferenciacdo morfoldgica em odontoblastos, condi¢do que € importante
para a secre¢do de matriz dentinal uniforme, nio foi evidente in vitro. Foi demonstrado que a
dentina existente é necessdria para guiar as células-tronco no espaco do canal e proporcionar a
diferenciagdo em células odontoblasticas in vivo. Além disso, cDPSCs apresentaram
superioridade na taxa de proliferacdo e diferenciacio sobre as células-tronco mesenquimanis
derivadas da MO humana (hBMMSCs). No entanto, os potenciais de diferenciacdo
neurogénica e adipogénica foram inferiores quando comparadas com as células-tronco da
polpa dentaria de dentes humanos (hDPSCs). Em geral, os dados apresentados neste estudo
apoiam a utilizacdo das cDPSCs na engenharia de tecidos dentérios e, ainda, estabelecem o
cdo como modelo adequado na pesquisa odontolégica (23).

Outros autores também afirmaram que a criopreservacao destas células pode ser
alternativa para a manutencdo em laboratério. Foi observado que apds longo prazo de
preservacdo em temperaturas de -80°C, osteoblastos diferenciados de DPSCs ainda sao
capazes de rapidamente reiniciar proliferacdo e producdo de matriz mineralizada, de maneira
semelhante a ja& demonstrada para células frescas. Além disso, a proliferacao foi comparada a
das células frescas, sem que ocorresse morte celular por apoptose (21).

Resultados de bancada

Extensos protocolos ja foram descritos para cultivo de células-tronco em vérios animais,
incluindo seres humanos (3).

A coleta de gordura para processamento das MSCs derivadas do tecido adiposo
(ADSCs) em coelhos, pode ser realizada pela ressecc¢ao da bolsa adiposa interescapular ou por
lipoaspiracdo. Em nosso laboratorio € utilizada a técnica de resseccdo da bolsa adiposa
interescapular, sendo esta bastante eficiente para a obteng¢do de material suficiente para
processamento e cultivo. Sdo coletadas 10 gramas de tecido adiposo que, apds processado,
gera, em média, 5 x 10° células, sendo estas apGs a quarta passagem (30 dias) aplicadas nos
diferentes ensaios experimentais em animais. Em humanos, as pesquisas com isolamento das
MSCs do tecido adiposo s@o mais comumente feitas com amostras obtidas de cirurgias de
lipoaspiracdo. Nesse caso, esta € realizada de maneira seca, utilizando canula reta de 20cm de
comprimento, 3,5mm de didmetro com trés orificios em linha e ponta romba (4).
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A partir da obtencdo da amostra, a individualizacdo das células é obtida a partir de
digestdao enzimatica com Colagenase tipo I, em agitacdo constante, a 37°C por 30 minutos. A
solucdo € centrifugada para lavagem das células, que sdao colocadas em garrafas de cultivo
celular, na concentracio de 10° células/cm”. Em uma variacdo de protocolo, a digestdo € feita
em placa de petri com uma solucdo de PBS e Colagenase tipo I a 0,075%. A amostra passa
por repetidas centrifugacdes no processo de lavagem das células, que sdo colocadas nas
garrafas de cultivo celular na concentracdo de 500mg de tecido adiposo/cm?® (24). A lavagem
das células é geralmente realizada com PBS (4, 24, 25). Em nosso laboratério utilizamos
rotineiramente a solucdo de Hank’s, sendo que ndo observamos diferenca de eficiéncia
quando utilizamos o PBS.

Torres (4), utilizando tecido adiposo de coelhos o tempo de digestdo na colagenase foi
de 60 minutos, enquanto Patricio (24), empregando tecido adiposo de cdes, e Maciel (25),
utilizando de gatos, foi de 30 minutos. O autor que utilizou tecido adiposo de coelhos nao
divulgou a viabilidade celular no seu trabalho, j4 os outros dois obtiveram 98% e 93%,
respectivamente. No LATECER, o tempo utilizado para digestdao por colagenase tipo Il em
tecido adiposo de cdes e coelhos € de 25 minutos (Figura 2), j4 que a mesma € citotoxica e
pode diminuir a viabilidade celular. No caso de células derivadas da polpa dentdria de caes, o
tempo deixado € de 60 minutos e a colagenase utilizada € a do tipo I. No caso da colagenase
tipo II no tecido adiposo, € utilizada a propor¢ao 1:3 (volume:volume) de tecido e enzima, ja a
do tipo I na polpa dentdria € utilizada a propor¢do 1:5 (volume:volume). Logo apds este
tempo a neutralizacdo € feita pela adi¢do de meio de cultivo completo, em um volume de 1:1,
obtendo-se, em média, 97% de viabilidade celular. Fadel (26), processando células derivadas
do tecido adiposo de ovinos, utilizou protocolo de digestao enzimatica com tripsina. Segundo
o autor, o protocolo revelou quantidade de células esféricas, refringentes aderidas ao pléstico
da garrafa de cultura e apds a primeira passagem as mesmas tornaram-se invidveis. Para o
meio de cultivo, a maioria dos autores utiliza Meio Essencial Minimo modificado por
Dulbeco, com 10% de soro fetal bovino (SFB). No processamento de tecido adiposo de cao
utilizou-se 15% de SFB na mistura (24). Em nosso laboratério também ¢ utilizado o mesmo
tipo de meio, com baixa glicose e 10% de SFB, porém, a fim de obter melhor adaptaciao das
células ao cultivo utiliza-se meio contendo 20% de SFB para as primeiras passagens, sendo
que, apods a terceira passagem passa-se a utilizar 10% de SFB.

Resultados in vivo

O nuimero de pesquisas visando terapias reparativas utilizando células-tronco tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, no Brasil e no mundo. Os resultados ja
estabelecidos e as possibilidades de sucesso estdo gerando grandes expectativas entre a
comunidade cientifica e a populagdo leiga (1, 5). Diferentes pesquisas descrevem a utilizagdo
al6gena e autégena das MSCs para a reparacdo de diversos tecidos. Importante campo de
aplicacdo na Medicina Veterindria deve-se também a geracdo de modelos experimentais
aplicdveis em pacientes humanos (5). As MSCs caninas, particularmente, também
demonstraram potencial para uso em terapia celular, tanto em tecido 6sseo como nos tecidos
moles nesta espécie (9).
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Figura 2. Digestao enzimdtica do tecido adiposo de coelhos. Tubo de polipropileno contendo
fragmentos do tecido adiposo e colagenase tipo II antes (A) e apds a digestdo a 37°C pela
colagenase tipo II apresentando aspecto leitoso (B).

Por muitos anos, a MO foi considerada a principal fonte de células-tronco para
aplicacdes na engenharia de tecidos (27). Estas células possuem muitas propriedades, as quais
promovem considerdvel potencial de utilizacdo na terapia celular para varias doencgas (15, 28).
No entanto, um estudo em camundongos mostrou que as MSCs residem em praticamente
todos os Orgdos e tecidos, entre eles, cérebro, baco, figado, rim, pulmdo, medula dssea,
musculo, timo, pancreas (29). Devido a facilidade de colheita e da abundancia, as ADSCs
tornam-se atrativas, sendo prontamente disponiveis no individuo adulto e cada vez mais
populares para uso nos diversos sistemas organicos (27).

Nosso grupo objetivou avaliar a capacidade de regeneracdo do nervo tibial de coelhos
Nova Zelandia, mediante a associacdo da terapia celular com técnica de tubulizacdo por
prétese de silicone. A partir dos resultados obtidos, observou-se a diminui¢do significativa da
presenca de degeneracdo walleriana nos animais tratados, sendo possivel concluir que o
tratamento com células-tronco mononucleares (CM) autélogas de medula dssea apresenta
vantagens no processo de regeneracao do nervo periférico sob a técnica de tubulizacdo com
30 dias de pds-operatério (30). A associagdo de células mesenquimais provenientes da
medula éssea de cdes, associada a hidroxiapatita sintética (HA) favoreceu a regeneracido dssea
em defeitos realizados no osso alveolar da mandibula de cdes. Quando comparada ao uso
somente da HA, esse processo de regeneragdo ocorreu de forma mais rdpida em defeitos
preenchidos com o biomaterial associado as CM (31). Oliveira et al. (32) avaliaram a
utilizacdo de CM da MO, associadas ou ndo com proteina morfogenética (rhBMP-2) na
cicatrizacdo de defeito 6sseo experimental como alternativa aos métodos convencionais,
analisando-se o tempo de evolugdo cicatricial e a presenca dessas células no tecido
neoformado. O estudo concluiu que a terapia celular utilizada, isoladamente ou associada a
rhBMP-2, induz a cicatrizagdo 6ssea mais rdpida da tibia em defeitos experimentais de caes.
Treichel et al. (33) avaliaram o efeito do transplante de fracdo total de CM da MO ou FVE do
tecido adiposo associado a membrana celulésica em ferida cutanea experimental de coelhos.
Ao final do periodo de avaliagdo, os grupos tratados apresentaram diferenga estatistica
significativa da drea da ferida em relacdo ao grupo controle e o grupo que recebeu a FVE do
tecido adiposo apresentou o menor tempo de cicatrizacdo da ferida. Pelo estabelecimento do
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cultivo as células mesenquimais obtidas sdo congeladas em meio de congelamento constituido
de DMSO a 10% em SFB e armazenadas a -80°C ou em nitrogénio liquido, possibilitando a
formacdo de banco de células para posterior utilizagdo. A viabilidade observada apds o
descongelamento pela exclusdo do azul de trypan foi acima de 90%.

CONSIDERACOES FINAIS

As MSCs encontram-se atualmente como a nova promessa na terapia contra diversos
tipos de doencas, sejam elas congénitas/hereditarias ou adquiridas, em animais e seres
humanos. Os resultados obtidos de pesquisas realizadas, utilizando as fragdes totais de células
da MO e TA, demonstram a possibilidade de utilizacdo de células de diferentes tecidos, uma
vez que essas células sdo passiveis de adaptacdo ao cultivo, expansdo e armazenagem. A
padronizacdo de técnicas para o processamento, identificacio e caracteriza¢io dessas células
permitird o desenvolvimento de ensaios clinicos de forma que seja possivel definir com
seguranca suas indicacdes e eficdcia em pacientes.
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