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RESUMO: As células tronco tém a capacidade de se diferenciar em outros tipos celulares para formar ou
regenerar tecidos lesados. Em pequena quantidade podem ser encontradas em varios tecidos do individuo
adulto, seja ele animal ou humano. Um dos principais problemas da utilizacdo de células tronco adultas
(CTAs) nas terapias celulares é a baixa presenc¢a destas células nos tecidos, bem como a dificuldade de
obtencdo e isolamento. Com base nestas evidéncias, o objetivo deste projeto sera validar uma metodologia
para o isolamento de CTMs de tecidos adiposos que seja eficaz quanto a quantidade e qualidade celular
obtida. Para tanto, a pratica serd realizada no laboratorio de Biotecnologia celular do UNICESUMAR e as
amostras serdo obtidas de animais - espécies domésticas canina e felina - pacientes do hospital veterinério
do UNICESUMAR, que passarédo por procedimentos cirdrgicos de rotina. A coleta da amostra sera realizada
durante os procedimentos cirargicos, com assepsia local de rotina. Os residuos cirirgicos de tecido adiposo
serdo acondicionados em tubos Falcon contendo uma soluc¢éo tampédo e encaminhados ao laboratério em
condicdes estéreis, onde dentro de um fluxo laminar, serd triturado, digerido com enzimas, centrifugado e
lavado para o isolamento celular. Em seguida serdo inoculadas em meios de cultivo enriquecidos e
incubadas na estufa de CO, para o crescimento celular. Ao final sera utilizado microscépio invertido para
realizar a contagem e avaliar a morfologia destas células. Com base na revisdo bibliografica os diferentes
métodos serdo avaliados para padronizar uma metodologia eficaz na obtengdo das CTMs isoladas do tecido
adiposo.
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1. INTRODUCADO:

As células tronco (CTs) sdo células indiferenciadas e com grande potencial no
campo da medicina regenerativa visando proporcionar tratamentos terapéuticos para
doencas e/ou lesbes, que medicamentos convencionais e até mesmo novas terapias,
como drogas biolégicas, ndo podem efetivamente ter sucesso de cura (FODOR, 2003).

Basicamente as CTs podem ser classificadas como células tronco embrionéarias
(CTEs), encontradas em embribes em estagios inicias, e células tronco estaminais adultas
(CTAs), encontradas em varios tecidos. Esta Ultima tem o beneficio de poder ser isolada
do proprio paciente, além de ser mais segura quanto a riscos carcinogénicos (DEL
CARLO et al., 2009).

As CTAs séo dividas em duas linhagens: as células tronco hematopoiéticas (CTHS)
e as células tronco mesenquimais (CTMs) (ZHANG et al., 2012). No organismo humano e
animal, muitas doencas resultam em perda de células especializadas levando a disfuncao
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de 6rgaos e sistemas. Desta forma, as CTAs presentes nos diferentes tecidos possuem
um papel fisioldgico regenerativo durante estas lesdes ou injarias (FODOR, 2003).

Por muitos anos, as CTAs mais estudadas, como fonte tanto de células tronco
hematopoiéticas (CTHs), quanto de células tronco mesenquimais (CTMs), foram as da
medula 6ssea. Recentemente, as CTMs foram encontradas em varios outros tecidos.
Além da medula O6ssea e sangue, estas ceélulas foram identificadas nos tecidos de
individuos adultos (tecido adiposo, pericitos, pele, trabéculas Osseas, peridsteo, dente
decidual, cartilagem articular, membrana sinovial, fluido sinovial, musculo esquelético), e
nos tecidos fetais (liquido amnidtico, placenta, figado, baco, timo, pulmé&o) (DELO et al.,
2006; MIURA et al.,2006;.BYDLOWSKI et al., 2009). Por conta dessa plasticidade celular,
s80 crescentes 0s investimentos em pesquisas, tanto na iniciativa publica como na
privada.

Um ponto crucial para as aplicacdes terapéuticas das CTMs € o desenvolvimento
de biotécnicas mais eficientes para o isolamento, cultura, e diferenciacdo in vitro,
mediante metodologias que otimizem tanto a quantidade quanto a qualidade das células
obtidas. Sendo assim, vem crescendo o interesse na manipulagdo de CTMs, pois estas
diferem das CTHSs pela capacidade in vitro de aderéncia em tubos e frascos de cultura, e
por serem mais facilmente separadas dos demais tipos celulares (OLIVEIRA, 2009).

Umas das linhagens de CTMs de maior interesse na atualidade séo as encontradas
no tecido adiposo, as quais sdo obtidas por um procedimento simples e pouco invasivo.
Em humanos, uma das técnicas utilizadas para sua obtencdo ocorre por meio de
lipoaspiracdo. Um experimento realizado em humanos, que utilizou o tecido adiposo
obtido por lipoaspiracdo, demonstrou que a quantidade de células isolada de uma mesma
amostra de tecido varia conforme a metodologia de isolamento utilizada (YARAK e
OKAMOTO, 2010).

A fim de avaliar protocolos de isolamento de CTMs do tecido adiposo, 0 modelo
animal é uma alternativa simples e eficiente para testes de procedimentos. Para tanto, a
utilizacao de tecido adiposo de residuos cirdrgicos, € uma alternativa importante, pois nao
€ necessario utilizar animais exclusivos para pesquisa, e sim animais da rotina hospitalar.
Com isso, evitamos a utilizacdo de cobaias animais ou de seres humanos, néo
esbarrando em questdes de bioética humana e animal.

E importante ressaltarmos que um dos principais problemas da utilizacdo de CTAs
nas terapias celulares, é a baixa presenca destas nos tecidos, bem como a dificuldade de
obtencao e isolamento, 0 que muitas vezes inviabiliza sua utilizacdo terapéutica.

Com base nas evidéncias apresentadas, formulamos a hip6tese de que uma
metodologia mais adequada, para isolamento de CTMs do tecido adiposo, poderia
maximizar a sua utilizacdo terapéutica em tratamentos clinicos mediante o aumento da
gualidade e quantidade de células isoladas. Diante de tantos beneficios, o isolamento
dessas células através de métodos eficazes é de grande interesse aos centros de
pesquisas, pois além de seu beneficio terapéutico, sua obtencdo é minimamente invasiva
e sua manipulacao em laboratérios é facil e pratico.

O presente estudo tem como objetivo validar uma metodologia para o isolamento
de CTMs de tecido adiposo que seja eficaz quanto a quantidade e qualidade celular
obtida, com base nos dados da literatura cientifica sobre o assunto e as técnicas
existentes.

2. MATERIAL E METODOS

Sera realizada uma vasta pesquisa bibliografica na literatura cientifica da area
visando selecionar técnicas e protocolos de isolamento celular. Em um segundo momento
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sera realizada a parte experimental para testar os protocolos (previamente selecionados)
objetivando o isolamento de CTMs em amostras de tecido adiposo.

No periodo experimental serdo coletadas amostras de tecido adiposo de animais
gue passarem por procedimentos cirdrgicos no Hospital Veterinario do Unicesumar (HV),
a fim de extrair CTMs. Essas amostras serdo encaminhadas para o Laboratorio de
Biotecnologia Celular. O material coletado sera acondicionado junto com antibioticos e
transportado em ambiente refrigerado até a unidade de processamento, e sob fluxo
laminar, sera realizado o isolamento dessas células em meio de cultivo estéril. As
amostras de tecido irdo passar por um processo de digestdo enzimética, centrifugacéo e
lavagem. Posteriormente, em microscoépio invertido, serdo realizadas as avaliagbes das
amostras quanto a quantidade de células obtidas e qualidade morfoldgica.

Finalizada a etapa de teste de protocolos de isolamento, sera realizada andlise
estatistica dos resultados para escolha da metodologia de isolamento mais eficiente.

3. RESULTADOS ESPERADOS

Com o presente estudo busca-se selecionar técnicas eficazes no isolamento de
células tronco mesenquimais extraidas do tecido adiposo que tenham qualidade e
guantidade suficientes para uma possivel terapia médica, e assim validar uma
metodologia para o isolamento destas, que seja eficaz quanto a quantidade e qualidade
celular obtida.
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