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RESUMO: As células-tronco tem a capacidade de se diferenciar em outros tipos celulares para formar ou
regenerar tecidos lesados. Um dos principais problemas da utilizacao de células-tronco adultas (CTAs) nas
terapias celulares € a baixa presenca destas células nos tecidos, bem como a dificuldade de obtencédo e
isolamento. Com base nestas evidéncias, 0 objetivo deste projeto serd validar uma metodologia para o
isolamento de CTMs da membrana amnidtica que seja eficaz quanto a quantidade e qualidade celular
obtida. Para tanto, a préatica serd realizada no laboratério de Biotecnologia celular da UniCesumar e as
amostras serdo obtidas de animais - espécies domésticas canina e felina - pacientes do hospital veterinério
da UniCesumar - que passardo por procedimentos de cirurgia cesariana. A coleta da amostra sera realizada
durante os procedimentos cirdrgicos, com assepsia local de rotina. A membrana amniética sera separada
dos residuos cirtrgicos dos tecidos extra-embrionarios. Em seguida, o material sera acondicionado em tubo
contendo uma solucéo tampéo e encaminhado ao laboratério em condi¢des estéreis. No laboratério, a
amostra serd processada em fluxo laminar passando pelos seguintes processos: trituracdo, digestao
enzimética, centrifugacéo, lavagem e isolamento celular. Apés estes processos, as células isoladas seréo
avaliadas quanto a sua qualidade morfologica e quantidade celular. Os resultados obtidos nas avaliacdes
serdo analisados estatisticamente usando modelos lineares generalizados. Com base na analise dos dados,
sera escolhida a metodologia mais adequada e eficiente na obtencdo das CTMs. Finalmente sera redigido
um artigo cientifico e apresentado os resultados em congresso cientifico.

PALAVRAS-CHAVE: Células-tronco adultas; isolamento celular; membrana amniética; terapia celular.

1 INTRODUCAO

Na ultima década surgiu um grande interesse no estudo das células-tronco para a
medicina terapéutica, devido ao seu elevado potencial na regeneracdo de tecidos e
orgaos lesados. As células-tronco (CT) podem ser classificadas quanto ao seu grau de
potencialidade como totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes, e quanto a
sua origem como somaticas ou embrionarias (ZAGO; COVAS, 2006). As implicacbes
éticas envolvidas com o uso terapéutico das CTs embrionérias levaram a busca de fontes
alternativas de células-tronco adultas, dentre estas as CT hematopoiéticas e CT
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mesenquimais. A fonte mais utilizada de células-tronco mesenquimais (CTM) é a medula
0ssea, no entanto, como had uma reducdo em sua quantidade e capacidade de
diferenciacdo com o passar dos anos, seu potencial terapéutico também diminui com o
tempo. Devido a estas limitacdes, outras fontes de células-tronco mesenquimais foram
identificadas, sendo que as células derivadas dos anexos embrionarios tém recebido
grande destaque.

A membrana amniotica demonstra propriedades anti-inflamatorias, antibioticas e
de protecdo quando colocadas sobre lesfes teciduais. Estas propriedades, combinadas
com a auséncia ou baixa imunogenicidade, levaram ao uso clinico da membrana
amnidtica como curativo para queimaduras de pele, Ulceras nos membros inferiores e
diversas lesdes oftalmicas. No entanto, nos ultimos anos um novo foco de pesquisa
guanto as ceélulas derivadas da membrana amnidtica surgiu: sua utilizacdo na terapia
celular e medicina regenerativa em transplantes alogénicos ou xenogénicos (PAROLINI;
CARUSO, 2011).

Devido a estas limitacdes outras fontes de células-tronco mesenquimais foram
identificadas (MINGUEL et al., 2001) sendo que as células derivadas dos anexos fetais
tem recebido bastante destaque por se apresentarem como uma alternativa n&o invasiva,
utilizando-se de tecidos que normamente seriam descartados em praticas cirargicas de
rotina, com grande possibilidade de coleta ao nascimento para a formacao de bancos de
armazenamento para uso posterior (TSAI et al., 2004; CREMONESI et al., 2011).

Igualmente, as células-tronco mesenquimais derivadas dos anexos embrionarios
como a membrana amnidtica, preservam caracteristicas dos tecidos embrionarios de que
se originam e muitos estudos estdo indicando que estas células exibem caracteristicas de
células embrionarias como a expressdo do marcador Oct-4, grande capacidade
proliferativa sem demonstrar imunogenicidade e tumorgenicidade e ainda capacidade de
diferenciacdo em diversos tecidos, inclusive extra mesenquimais (MIKI et al., 2005;
CREMONESI et al.,, 2011). Fauza (2004) descreveu as membranas placentarias e o
liquido amnidtico como Unicas fontes que contém diferentes populacdes de células-tronco,
apresentando subpopulagdes mesenquimais, hematopoiéticas, trofoblasticas, e
possivelmente células-tronco embrionarias ainda mais primitivas e indiferenciadas.

Por conta dessa plasticidade celular, sdo crescentes 0s investimentos em
pesquisas, tanto na iniciativa publica como na privada. Um ponto crucial para as
aplicacdes terapéuticas das CTMs é o desenvolvimento de biotécnicas mais eficientes
para o isolamento, cultura, e diferenciagdo in vitro, mediante metodologias que
aperfeicoem tanto a quantidade quanto a qualidade das células obtidas (BYDLOWSKI et
al., 2009).

A fim de avaliar protocolos de isolamento de CTMs da membrana amnid6tica, o
modelo animal é uma alternativa simples e eficiente para testes de procedimentos. Para
tanto, a utilizacdo de membrana amnidtica de residuos cirdrgicos, € uma alternativa
importante, pois ndo € necessario utilizar animais exclusivos para pesquisa, e sim animais
da rotina hospitalar. Com isso, evitamos a utilizagdo de cobaias animais ou de seres
humanos, ndo esbarramos 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 células nos tecidos, bem como a
dificuldade de obtencdo e isolamento, 0 que muitas vezes inviabiliza sua utilizacéo
terapéutica (BYDLOWSKI et al.,, 2009). Com base nas evidéncias apresentadas,
formulamos a hipotese de que uma metodologia mais adequada, para isolamento de
CTMs da membrana amnidtica, poderia maximizar a sua utilizacdo terapéutica em
tratamentos clinicos mediante o aumento da eficiéncia da qualidade e da quantidade das
células isoladas.
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2 MATERIAL E METODOS

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

No periodo experimental serdo coletadas amostras da membrana amniética de
animais que passarem por procedimentos cirargicos no Hospital Veterinario -
UniCesumar, a fim de extrair CTMs. Essas amostras serdo encaminhadas para o
Laboratorio de Biotecnologia Celular. O material coletado sera acondicionado junto com
antibidticos e transportados em ambiente refrigerado até a unidade de processamento e,
sob fluxo laminar, ser& realizado o isolamento dessas células em meio de cultivo estéril.
As amostras de tecido irdo passar por um processo de digestdo enzimatica, centrifugacao
e lavagem. Posteriormente, em microscépio invertido, seréo realizadas as avaliagcdes das
amostras quanto a quantidade de células obtidas e quanto a qualidade morfolégica.

Posteriormente sera realizada analise estatistica dos resultados usando modelos
lineares generalizados. Com base na analise dos dados, sera escolhida a metodologia
mais adequada e eficiente na obtencdo das CTMs isoladas da membrana amnidtica.
Finalmente sera redigido um artigo cientifico e apresentado os resultados em congresso
cientifico.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo busca a reproducdo e validacdo de técnicas eficazes no
isolamento de células-tronco mesenquimais extraidas de membrana amnidtica que
tenham qualidade e quantidade suficientes para uma possivel terapia médica.

De acordo com estudos recentes, foi realizado o isolamento de células-tronco da
membrana amniética de humanos através de um procedimento padrdo que objetivava a
obtencdo dessas células com elevada pureza e atividade, uma identificacdo simples e
clara dos indicadores e uma abordagem de cultura in vitro apropriada, com éxito
(SHUANG-ZHI; PING; XI-NING, 2010). Essas células expressaram marcadores de
superficie caracteristicos de células mesenquimais como CD44, CD90 e vimentina, nao
expressando CD45. Outros estudos demonstraram que ambas as células mesenquimais
da membrana amniética humana apresentaram potencial de diferenciacdo na maioria das
linhagens mesodermais, proporcionando seu uso em terapia celular e medicina
regenerativa (DIAZ-PRADO et al., 2011).

4 CONCLUSAO

Espera-se ao término deste projeto protocolar uma metodologia de isolamento
celular de células tronco adultas da membrana amniética para estabelecer o inicio desta
linha de pesquisa no laboratério de Biotecnologia Celular e Reprodutiva localizado na
Fazenda da UniCesumar.
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