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RESUMO

A idéia de um nicho perivascular para as célulasew mesenquimais (CTMs) da
medula 6éssea vem sendo amplamente aceita por teuoifmo. No entanto, estudos recentes
indicam que estas células ocupam o enddsteo emndamgos jovens e originam tecido
0sseo, cartilagem e estroma, mas néo originamoteaiiposo, diferente do que € proposto
para as CTMs perivasculares. Sendo assim, visamdmemodar as novas evidéncias aos
conhecimentos ja obtidos anteriormente a respeito@rIMs, foi postulada a existéncia de
duas populacdes de CTMs. Essas populacdes ocupdaesmichos distintos, sendo uma
populacdo endosteal e a outra perivascular, e a#éidiriam no tempo, ao passo que a
primeira, denominada populacdo de CTMs osteo-ceraticulares, seria responsavel pela
geracdo e homeostase dos tecidos esqueléticogalargamventude, e a segunda, populacéo
de CTMs perisinusoidais, seria capaz de gerardeaitiposo, tendo uma participacdo mais
significativa no reparo tecidual em individuos meethos. Como tal hipétese ainda nao foi
testada diretamente, o objetivo deste trabalhistdar CTMs da medula 6éssea (MO-CTM -
populacao perisinusoidal) e do osso compacto (OBFCPpopulagdo osteo-condro-reticular)
e caracterizd-lasin vitro quanto a frequéncia de unidades formadoras deniesld
fibroblastéides (CFU-F), morfologia, capacidade pi®liferacdo clonal, capacidade de
diferenciacéo e perfil imunofenotipico. Foi obselvaue a frequéncia de CFU-F € maior no
0sso compacto em relagdo a medula O0ssea, que a€TN3- apresentam uma baixa
capacidade de proliferacdo clonal e que ambas CéMgdadas foram capazes de se
diferenciar em adipOcitos e ostedcitos apds a @olu@dlém disso, a analise do perfil
imunofenotipico dessas células confirmou a idededdas OC-CTMs e mostrou uma elevada
expressdo do marcador de células hematopoéticad @&t MO-CTMs. Nossos resultados
corroboram a co-existéncia de popula¢des de CTMwmettula 6ssea e no 0SSO0 compacto e
sugerem 0 0SSO compacto como uma possivel fonteigsora para a obtencao de CTMs para

uso clinico.

Palavras-chave células-tronco mesenquimais, medula éssea ecosspacto.
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1. Introducdo



Estudos realizados em 1968, por Tavassoli e Cr@¢Shyassoli & Crosby, 1968)
forneceram os primeiros indicios da existéncia éril@s-tronco ndo hematopoéticas na
medula 6ssea. Realizando transplante ectopicoagenéntos da medula 6ssea em ratos, 0s
autores demonstraram que a populacao de céluieslaets (ndo hematopoéticas) era capaz
de reconstituir um ossiculo ectépico composto ptmoma e de dar suporte a hematopoese.
Entdo, em estudos posteriores, Friedenstein e aaldbres identificaram a populacéo de
células estromais responsaveis pelo potencial @g&téoo da medula 0ssea (Friedensgtial,
1970). Foi observado que essas células eram aderansuperficie da placa de cultivo,
representavam apenas 0,0004% do total de céluldsatias da medula 6ssea e formavam
colénias compostas de células fibroblasticas quaadiivadas, caracteristica que as
diferenciavam das células hematopoéticas e queilwaint para a denominacgao inicial dessas
células, uma vez que passaram a serem chamadasidielas formadoras de colonias

fibroblasticas (CFU-F, do ingl&®lony forming units-fibroblast)c

No entanto, com 0 avanco nos estudos e no conbetna respeito dessas células, a
denominacéo utilizada foi alterada gradativameBigerimentos mostraram que a progénie
de uma unica CFU-F da medula 6ssea era capaz dgmaoridiferentes tipos de tecido
conjuntivo, como adipéticos e condrocitos (Friedeins 1990) e, entdo, as CFU-Fs foram
chamadas de células-tronco estromais da medulaa 6&wen e Fridenstein, 1988).
Posteriormente, o termo células-tronco mesenquilf@ids) foi adotado (Caplan, 1991),
pois acreditava-se que essas células seriam osurgpoees de todas as linhagens

mesenquimais presentes no organismos.

A descoberta do potencial de diferenciacdo des8hgas e, assim, sua possivel
utilizacdo na medicina regenerativa e na terapialare despertou um grande interesse em
elucidar seu potencial terapéutico. Assim, foramdezidos diversos estudos sobre as CTMs,
0s quais contribuiram para o avan¢o no conhecimdmtsuas propriedad@s vitro. Porém,
os trabalhos publicados empregavam diferentes mgtode isolamento, cultivo e
caracterizacdo dessas ceélulas, levando a Societtadmacional de Terapia Celular
estabelecer critérios para se definir uma populdgdGTMs. Sendo assim, sugeriu-se que as
CTMs apresentam aderéncia ao plastico em condddesltura, expressam os marcadores
de superficie CD105, CD73 e CD90 e néo expressadbCOD34, CD14 ou CD11b, Clb7
ou CD19 e HLA-DR (Dominicet al, 2006). No entanto, se por um lado houve um avaaco

caracterizacam vitro dessas células, o uso de propriedadestro para a identificacdo das



CTMs atrasou significativamente a elucidagéo datidade e funcéo destas céluiavivo e
estudos com informagdes a esse respeito comecasanpablicados apenas recentemente.

Em seus estudos, Gronthos e colaboradores, eefatgue as CTMs da medula 6ssea
apresentavam alta expressdo de STRO-1 e estava®nf@® na microvasculatura do seu
tecido de origem (Shi & Gronthos, 2003). Além djstambém demonstraraim vivo o
potencial osteogénico caracteristico dessas cé{@emthoset al, 2003). Posterirormente,
células com caracteristicasvitro similares as das CTMs da medula 0ssea foram solae
varios Orgaos e tecidos murinos, e puderam sedasbt partir de grandes e pequenos vasos
sanguineos, porém nao foram encontradas no sargidéripo (Meirelleset al, 2006). Tais
resultados serviram como evidéncias indiretas pagkaboracdo da hipotese de que a ampla
distribuicdo apresentada pelas CTMs no organisnao deccorréncia de sua localizacéo

perivascular.

A partir de entdo, outros estudos forneceram ecid8 diretas a respeito da
localizacdo das CTMs na medula 0ssea e reforcatapotese de que elas ocupariam o nicho
perivascular. Um desses estudos foi realizado pga€e colaboradores, 0s quais reportaram
gue células estromais mesenquimais da medula égsa@citos apresentam similaridades em
relacdo a morfologia, expressdo de marcadores pukrfatie e capacidade de diferenciagédo
(Covas et al, 2008). Adicionalmente, Crisan e colaboradoresentasam que células
perivasculares isoladas de diferentes tecidos quarain cultivadas expressavam marcadores

de superficie celular associados as CTMs (Crsah 2008).

Sendo assim, a idéia de um nicho perivascular gar@TMs foi amplamente aceita
pelos pesquisadores na época. Porém, foi obsenyaeldCTMs da medula 6ssea CD146
CD27T compunham o tecido de revestimento interno dadeal d6ssea, o enddsteo,
enquanto CTMs CD14€D271 localizavam-se na regido perivascular do estroradutar
(Tormin et al, 2011), o que contribuiu para a idéia inovadoragde as CTMs também

poderiam estar presentes fora da regido perivascula

Entdo, trabalhos mais recentes utilizando raste&nde linhagens celulares por
recombinacdo génica demonstraram que CTMs ocupand@steo em camundongos jovens
(até 6 semanas de idade). Foi observado que agénhae células-tronco/progenitoras que
origina 0 0sso, a cartilagem e os tecidos do estro&o originam a gordura ao se realizar
experimentosin vivo com regides clonais do o0sso de ratos, principaknea placa de
crescimento. Esses resultados sdo contrarios ae quenumente proposto para as CTMs
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perivasculares. Além disso, ao se isolar célulaszdiio da placa de crescimento do fémur,
foram identificadas oito subpopulacdes de célutagnbfenotipicamente distintas as quais
também apresentaram diferencas quanto a capacitadiferenciacdo, de modo que foi
concluido que uma das populacdes correspondia Bs @Enuinas em tecidos esqueléticos
pdés-natais e que as demais subpopulacdes seriamasc@rogenitoras com capacidade de
diferenciagdo mais restrita (Chat al 2015). Em concordéncia com estes resultados,
Whortley e colaboradores observaram que CTMs queesgam Grem-1 localizam-se
exclusivamente na regido endosteal e sao respaosgivegerar tecido 0sseo, cartilagem e o
sistema reticular da medula 6ssea, mas nao tedidosm (Whortleyet al, 2015). Além disso,

0S autores também reportaram que células perigsilais positivas para nestina néo
contribuem para a geracdo dos tecidos esquelétamdrariando a idéia anteriormente
proposta de que esta populacao celular correspareeCTMs genuinas da medula éssea de

camundongos (Méndez-Fergdral, 2010).

A partir desses trabalhos e dos anteriores quéulpgam que as CTMs séao
perivasculares e capazes de originar, inclusivaddeadiposo, a hipétese da existéncia de
duas populacdes de CTMs foi proposta. Essas n&oidmiam em tempo e espago, uma vez
que a populacdo de CTMs osteo-condro-reticulareig@docalizada no enddsteo e seria
responsavel pela geracdo e homeostase dos tesgloaléticos durante a juventude, enquanto
a populacdo de CTMs perisinusoidais ocuparia oonperivascular da medula 0ssea e seria
capaz de gerar tecido adiposo, tendo uma partégag reparo tecidual mais significativa na
fase adulta (Worthlegt al, Kassenet al, 2015).

Essa hipétese conciliaria os achados recentesosoestudos anteriores e, como nao
havia sido testada anteriormente, foi a base demisalho. Para avaliar a possivel existéncia
das duas populacdes, CTMs foram isoladas da médska, correspondendo a populacao
perissinusoidal, e do 0sso compacto, populacidco-asiedro-reticular, e posteriormente
foram caracterizadam vitro, quanto a morfologia, ao potencial de proliferacimal, a
eficiéncia na formacdo de CFU-F, expressdo de marea de superficie e capacidade de
diferenciagao.
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2. Objetivos



2.1. Objetivo geral

Comparar células-tronco mesenquimais (CTMs) pr@reas da medula 6ssea (MO-
CTMs) e do osso compacto (OC-CTMs) de camundonlyass (muscuclysda linhagem
C57BL/6°™" quanto as suas caracteristirasitro.

2.2. Objetivos especificos

- Isolar MO-CTMs e OC-CTMs de camundongos da lienag57BL/6™.

- Estabelecer as condi¢cbes para isolamento e cuttas CTMs por meio da 1)
comparacdo de duas estratégias de isolamento desdlighing e crushing, quanto ao
namero de células obtidas e ao perfil imunofenctiglas células isoladas e da 2) avaliacdo
do efeito do fator de crescimento de fibroblastq$@&F-2 ou bFGF) na proliferagdo das
CTMsin vitro.

- Caracterizar as MO-CTMs e OC-CTMs quanto a mogal, potencial de
proliferacéo, potencial clonogénico, potencial derdnciagéo e perfil imunofenotipico.
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3. Material e Métodos



3.1. Etica e Biosseguranca

Os procedimentos envolvendo experimentacao anonaif aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Faculdade de MediRibeirdo Preto (CEUA — FMRP —
USP) (protocolo n°: 123-2015). Além disso, todogpoxedimentos realizados seguiram as
normas da Comisséao Interna de Biosseguranca do ¢égrno de Ribeirdo Preto (CIBio) e foi

aprovado pela mesma (processo n°: 297/2015.011-01).

3.2. Animais

Para a obtencdo das CTMs foram utilizados camuradofMdus musculysmachos da
linhagem C57BL/6™ fornecidos pelo Laboratério para Estudos em Hmertacdo em
Animais (LEEA) do Hemocentro de Ribeirao Preto, @peérmaneceram durante a realizacéo
deste trabalho. Os animais utilizados foram separam dois grupos considerando-se a
idade. Assim, o grupo denominado “animais jovens’ domposto por individuos que
apresentavam 8-12 semanas de idade e o grupo chdamachais adultos” por camundongos

com 18-25 semanas de vida.

Os animais a serem utilizados foram transferidoa pasala de aclimatagéo do LEEA no
minimo trés dias antes da realizacdo dos experosent qual apresenta ciclo claro/escuro
(12h/12h) e controle de temperatura (23°C). Naxaanimais foram mantidos em caixas de
polipropileno autoclavadas (30 cm x 20 cm x 13 ceomprimento x largura x altura), que
apresentam grade superior e filtro de ar e sdodamonadas em estantes ventiladas, sendo
mantidos no maximo cinco individuos por caixa. @snais tiveram acesso a agua e racao

autoclavadaad libitum

A eutanasia dos animais foi realizada pela admagé&b de doses excessivas de
anestésico, sendo aplicados inicialmente 5 mg/ktiddeaina, seguidos por 150 mg/kg de

tiopental por via intraperitoneal.

3.3. Isolamento das células-tronco mesenquimais

As CTMs foram isoladas de fémures e tibias de cdongos C57BL/8™. Duas técnicas

distintas foram utilizadas neste trabalho paratamento das CTMs, ftushinge ocrushing
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Para a realizagdo de ambas, os ossos foram rersasildogicamente com material estéril e
reservados em tampao de coleta (solugao tamporeatisidto [PBS] com 2% de soro fetal
bovino [SFB] e 1 mM de EDTA).

Na primeira técnicaflushing, o tampédo de coleta foi utilizado para a reabpado
flushing da medula 6ssea, a fim de se isolar as MO-CTMs. d&guida, 0S 0SSs0s
remanescentes foram cortados em fragmentos meaamecerados, utilizando-se pistilo e

cadinho estéreis e tampdao de coleta, para o isotardas OC-CTMs.

No crushing apos serem removidos, 0s 0ssos foram gentilnesnt@gados, utilizando-se
pistilo e cadinho estéreis e tampédo de coletaga¢éa medula 6ssea estivesse separada dos
0ssos. Entdo, a medula éssea foi removida e fifrashtamente com o meio de coleta, em
filtro de 70 um, para o isolamento das MO-CTMs.d9sos foram lavados com o tampéo de

coleta e macerados para o isolamento das OC-CTMs.

Posteriormente, em ambas as técnicas, as céluldda®bda medula d6ssea foram
centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a 5°C, oeswulante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em tampao ACK para a liseediwécitros durante 5 minutos. Apés
esse periodo foi adicionado mad®dEM suplementado com 15% em volume de SFB e
realizada uma nova centrifugagdo com as mesmascéesdda anterior. O sobrenadante foi

descartado e as células ressuspendidas em PB$alx pantagem com Azul de Trypan.

Os fragmentos de ossos compactos obtidos foranrifogados e o sobrenadante
descartado. Para a sua digestdao foram incubadesitdut hora em tampao de digestéao
(solucdo de meio RPMI com 20% de SFB e 0,25% dageolase tipo 1), sendo agitados a
cada 20 minutos. Posteriormente, meMEM com 15% de SFB foi adicionado e a solugéao
foi filtrada em filtros de 100 um e de 45 um. Engwda, foi realizada uma nova
centrifugacdo, o sobrenadante descartado e a soAGCH adicionada. A partir dessa etapa

foi seguido o0 mesmo protocolo anteriormente despara a medula 0ssea.

3.4. Cultivo das células-tronco mesenquimais

As CTMs isoladas foram plaqueadas em placas dé d&ettO0 mm de diametro (MO-
CTMs: 1,6.10 — 3,3. 18 células/cmh ; OC-CTMs: 2,9.19— 1,6. 10 células/crf). As células
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foram cultivadas em mei@MEM suplementado com 15% em volume de SFB durafv2ll

para a geracao das coldnias de CTMs, sendo realztdca do meio a cada 3-4 dias.

A fim de se obter uma aceleracdo no desenvolvimetas CTMs cultivadas,
principalmente das MO-CTMs que apresentaram umaliaka de proliferacdo, que poderia
limitar ou dificultar a continuidade dos estudos, testada a utilizacdo da citocina bFGF
como complemento do meio de cultivo das MO-CTMssif, foi adicionado bFGF ao meio
de cultivo das CTMs a uma concentragao final dadgltL. A quantidade de CFU-F obtidas
apos 15 dias foi contada e comparada com os rdealtabtidos do cultivo sem a citocina
bFGF.

3.5. Caracterizacdo das CTMs: frequéncia de CFU-F morfologia

As colbnias contendo mais do que 50 células foramtaclas no 14° dia de cultivo apés o
isolamento para se obter a frequéncia de CFU-Ridaklmente, durante o tempo em que
foram mantidas em cultura foram obtidas imagens adhslas para a sua caracterizacéo

quanto a morfologia.

3.6. Caracterizacdo das CTMs: potencial de expansadonal — subcultivo em baixa
densidade

Apo6s o periodo de expansao de 15 dias depois tameato, colbnias de MO-CTM e
OC-CTM contendo mais do que 50 células foram redasvipor incubacdo em tripsina e
plagueadas individualmente em pocos de placaspigd@s (n=10-12 col6nias). Para analise
da capacidade de proliferacdo em densidade cl@sabd células foi anotada a quantidade de

clones que proliferaram apds esse primeiro repique.

3.7.Caracterizacdo das CTMs: diferenciacam vitro

As MO-CTMs e OC-CTMs isoladas e cultivadas foramduizidas a adipogénese e
osteogénese. Para a inducdo da adipogénesé, ebllilas foram plaqueadas em placas de 24
pocos (n=3 poc¢os) e cultivadas duranteliHs em meio indutor de adipogénese (nadiéM
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+ 10% SFB, 1 um de dexametasona, 10 ug/mL de masalil00 uM de indometacina), sendo
0 meio trocado a cada 3-4 dias.

Apés esse periodo, foi realizada a coloracdo cilmred O para a visualizacdo de
vesiculas lipidicas. Para tal as amostras forarades duas vezes com PBS e fixadas em
formalina 10% por 1 hora a TA. Posteriormente, forgalizadas duas lavagens com agua
deionizada e, entdo, as amostras foram incubadastdu5 minutos em solugdo aquosa
contendo 60% de isopropanol e coradas com solug@a ded O por 1 hora. Em seguida, as
amostras foram lavadas em agua deionizada por dsvedra o excesso de corante ser

removido e foi realizado o registro fotografico.

Para a quantificacdo da diferenciacdo adipogéng@ocos corados coail red O, apos
terem todo seu liquido removido, foram incubadaws &0 pL de isopropanol absoluto sob
agitacdo constante (250 RPM) durante 15 minuto& gdra que o corante fosse recuperado.
Posteriormente, aliquotas do sobrenadante (150fqrBjn submetidas a quantificagdo da

densidade Optica (DO) a 500 nm para estimar a mizal® de corante recuperado.

Para a inducdo da osteogénese, 1x#&lulas foram plaqueadas em placas de 24 pocos (n=
3 pocos) e cultivadas durante 30 dias em meio andig¢ osteogénese (MaiMEM + 10%
SFB, 0,1 um de dexametasona, 10 mM de beta-glfosfato e 200 uM de acido ascorbico),
trocando-se o meio a cada 3-4 dias.

Para a coloragdo com vermelho da alizarina, que depadsitos de célcio em vermelho,
apos a inducdo da osteogénese as células foramlatavavezes com PBS e fixadas em
formalina 10% por 30 minutos a temperatura ambi€fkg. Em seguida, as amostras foram
lavadas 2 vezes com agua deionizada e incubada®legéio de vermelho de alizarina 2%
(pH 4,1 - 4,3) por 45 minutos no escuro a TA. Rumteente as amostras foram lavadas 4
vezes com agua deionizada e mantidas em PBS pagistro fotogréfico.

A fim de se realizar a quantificacdo da diferer@iaQsteogénica, os pocos submetidos a
coloracdo, apos terem todo seu liquido removid@nfioincubados com acido acético 10%
durante 30 minutos sob agitagcdo constante (250 RBMI)A. Apls esse periodo, a
monocamada celular foi removida mecanicamentezatiio-se ponteiras de 1 mL. As
suspensdes resultantes foram transferidas para tigo,5 mL, homogeneizadas em vortex e
recobertas com 6leo mineral. As amostras foram cada® a 85°C durante 10 minutos e

transferidas para o gelo por 5 minutos. Foi reddaizama centrifugacdo a 20.090por 5
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minutos da suspensao e o sobrenadante obtid@afaférido para tubos de 1,5 mL. O pH das
amostras foi ajustado para 4,1-4,5 adicionanddeséxido de amoénio 10%. Para finalizar, as
aliquotas foram submetidas a quantificacdo da dadsioptica a 405 nm a fim de se estimar

a quantidade de vermelho de alizarina recuperaslaélalas.

Para ambos os testes de diferenciacdo foram pldasida16 células em placas de 24
pocos (n=3 poc¢os), as quais também passaram pelosspos de coloragdo ja descritos

acima.

3.8.Caracterizacdo das CTMs: perfil imunofenotipico

Apoés a expansao, as MO-CTMs e OC-CTMs foram am@sauanto a expressao dos
marcadores de células hematopoéticas CD45, deaséhuldoteliais CD31 e dos tipicos de
células mesenquimais murinas Sca-1, CD44 e CDB@r2 tanto, suspensdes contendo 1x10
MO-CTMs ou OC-CTMs foram incubadas com 0,15 g mkcarpos, anticorpo conjugado
com aloficocianina (APC) anti-CD31 e anticorpos jagados com ficoeritrina (PE) anti-
CD45, anti- Sca-1, anti-CD90.2 e anti-CD44 por 15hutos no escuro e a TA.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBfhatisadas no citbmetro de fluxo
(FACSCalibur, BD Biosciences), sendo analisadomil@ventos para cada marcador. Para a

analise dos dados foi utilizado o software Flowddv’.

Para a comparacdo das duas técnicas de isolamer@d s utilizadas nesse trabalho,
flushing e crushing células isoladas por ambas as técnicas foramsadat quanto a
expressdo dos marcadores CD31 e CD45 logo apdaliaagéio do isolamento. Para isso,

foram seguidos 0os mesmo procedimentos ja desacio®.

3.9.Anélises estatisticas

Os experimentos foram avaliados quantitativamenggiaditativamente, de modo que a
frequéncia de unidades formadoras de coloniasHiéstica (CFU-F), a frequéncia de clones
capazes de se proliferar apds o primeiro repiqupjaatidade de células obtidas a partir de
cada técnica de isolamento, os resultados de ditiande fluxo e a quantificagdo dos corantes
utilizados para avaliar a diferenciagaovitro forneceram dados para a avaliagdo quantitativa.
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Enquanto, a fotodocumentacdo das células em cuemdu como base para a avaliacdo

gualitativa.

As andlises estatisticas foram realizadas utiliesselo software Graphpad Prism 6 e foi
assumido um nivel de significancia igual a 0,05t€3¢es utilizados foram teste t de Student e

teste Exato de Fisher, os quais estdo informaddes@icao dos resultados.
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4. Resultados



4.1.Animais adultos: frequéncia de CFU-F na meduléssea e 0sso compacto

A hipétese testada neste trabalho é a de que camgosi na idade adulta possuiriam duas
subpopulacdes de CTMs nos 0ssos longos: peristhalsiendosteal, sendo que as primeiras
seriam mais abundantes. Assim, utilizamos a frefjagéde CFU-F como parametro para
acessar a abundéancia de CTMs na medula 6ssea (M@)Cd no osso compacto (OC-
CTMs) de 3 camundongos adultos, referidos como asirh, 2 e 3, 0s quais apresentavam
18, 22 e 25 semanas de vida, respectivamente.

Apos o cultivo em baixa densidade das células abtith medula 6ssea e 0sso compacto,
as colonias de células fibroblasticas foram cotitaltias e os valores foram empregados para
estimar a frequéncia de CFU-F em ambas as fraBBegodos os animais analisados houve
diferencas entre as frequéncias de CFU-F na medslkea e no osso compacto (Teste t de
Student; animal 1: p < 0,0001; animal 2: p < 0,QG01imal 3: p < 0,0001), de modo que no
animal 1 a frequéncia de CFU-F obtida do osso cotopi aproximadamente 40 vezes
maior do que a obtida da medula 0ssea, no animpr@&imadamente 87 vezes maior e no
animal 3 aproximadamente 20 vezes mdiguta 1). Assim, observa-se que a frequéncia de

CFU-F obtida do osso compacto € maior do que a@alkh medula 6ssea mesmo em animais
com idade adulta.
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Figura 1. Frequéncia de CFU-F dentre as células demedula 6ssea e do osso compacto de animais adultés.
Porcentagem de CFU-F na medula dssea e no ossoaongeaanimal 1B. Porcentagem de CFU-F na medula 6ssea e no
0sso compacto do animal@. Porcentagem de CFU-F na medula 6ssea e no osgacmnuo animal MO : medula 6ssea;
OC: osso compacto. *p < 0,0001, n= 2-6 por grupdgtese Student.
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4.2.Animais adultos: morfologia das MO-CTMs e OC-C'Ms

Durante o cultivo foi possivel observar diferengaas morfologias das colonias,
principalmente em relacdo ao tamanho das célulasdensidade celular das coldnias. A
maioria das colonias de MO-CTMs era composta phia® multipolares, achatadas e com
uma maior relagéo citoplasma/nuclégyra 2A). Por outro lado, a maior parte das coldnias
de OC-CTMs era composta de um maior numero deatlas quais eram fusiformes e
pequenas (relacdo citoplasma/nucleo inferior a M&CTMs) (igura 2B). No entanto,
ressalta-se que este padrdo morfologico ndo erdamitmde em ambas as populacdes, sendo
possivel encontrar coldnias de células grandedigopais na populacdo de OC-CTMs e vice-
versa. Ademais, todas as colonias observadas sapear a proteina reporter GHR\ra 2,

painéis a direita)

Figura 2. Morfologia das CTMs (12 passagem). A-otografias das MO-CTMs obtidas por microscopiaatgraste de fase
(esquerda) e por microscopia de fluorescénciaif@)r®. Fotografias das OC-CTMs obtidas por microscopiadatgraste de
fase (esquerda) e por microscopia de fluorescéuldiaita). As imagens apresentadas sdo fotogradipsesentativas das

colbnias obtidas do animal 2. Barra = 200um.
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4.3.Animais adultos: potencial de expanséo clonabhd CTMs

A fim de avaliar o potencial proliferativo das CTMsol6nias obtidas apos o
plagueamento de MO-CTMs e de OC-CTMs em densidémigalcforam tripsinizadas e
plagueadas separadamente em placas de 6 pocosedtmdas contabilizamos os clones
capazes de proliferar a ponto de atingir a contlizén

O subcultivo em baixa densidade mostrou que oseslate OC-CTMs apresentaram
maior capacidade de proliferacdo em relacdo aoeslde MO-CTMs em todos 0s animais
estudadostébela 1).

Considerando-se todos os clones analisados (34<lien OC-CTMs e 32 clones de MO-
CTMs), apenas 16% dos clones obtidos a partir ddutagssea foram capazes de proliferar
apos o subcultivo em baixa densidade, ao passapguximadamente 94% dos clones do
0Sso compacto proliferaram (teste exato de Fighef),0001). Esses resultados indicam que
as OC-CTMs apresentam um potencial proliferatiyzesior ao das MO-CTMs.

Tabela 1. Frequéncia de clones de CTMs dos animaisuwdbs que proliferaram apos subcultivo em baixa desidade.A
porcentagem de clones obtidos do osso compactdoga® capazes de se proliferar apos o primeiraquepfoi maior do
que a porcentagem de clones da medula 0ssea queliferaram nos trés animais estudados. TesteoE@t-isher.MO:
medula 6ssed@C: 0sso compacto.

Fonte Proliferacdo ap0s o primeiro repique
a1 MO Eme@iodenes  p=oouo
a2 90 (e p<ooonn
Anmal3 60 Gaon 102 cones) P 00083

4.4.Animais jovens: estratégias de isolamento dag'®!s (flushing x crushing)

Antes de investigarmos as propriedades biologias slibpopulacdes de CTMs nos
animais jovens, realizamos uma investigagcao preamisobre o rendimento celular e a
composicado das populagbes celulares obtidas ap@soosdimentos de obtencdo de MO-

CTMs e OC-CTMs utilizando duas técnicas reportadaliteraturaflushinge crushing
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O isolamento precedido pelloishingfoi realizado com 3 animais jovens, denominados 4,
5 e 6, enquanto que o procedimentocdeshingfoi utilizado no isolamento de células de 6

animais jovens, sendo eles os animais 7, 8, 4.116,12.

Em relacdo ao numero de células obtidas a partmedula 6ssea e do osso compacto,
observamos variagdes quando se comparam os isdtasrealizados com animais diferentes
utilizando-se a mesma estratégkigura 3). Quando comparados os numeros de células
obtidas da medula Gssea utilizando-sdlushing e o crushing ndo foram encontradas
diferencas (Teste t de Student; p = 0,26) e 0 mespoeu para as células obtidas do 0sso

compacto (Teste t de Student; p = 0,43).

A Medula dssea B Osso compacto
8x107 3.0x108
7x1 74 [ ) [ ]
8 x10 8 25%10% .
% 6x107 §
2.0x10684
& 5x1071 ° 8
=] =}
‘8 4x1074 '8 1.5x108
[0 (0]
D 3x107- ° ol® oo
g g 1.0x10°%-
E 2x1071 E
Z L on * Z 5.0x10%
0 T T 0.0 — »—
Flushing  Crushing Flushing  Crushing

Figura 3. Quantidade de células obtidas a partir danedula 6ssea e do 0osso compacto através das téamideflushing

e docrushing. A. Numero de células obtidas a partir da medula assiéando-se dlushing(células isoladas dos animais
4,5 e 6) e arushing(células isoladas dos animais 7, 8, 9, 10, 11 e BA2Nimero de células obtidas a partir do osso
compacto utilizando-seftushing(células isoladas dos animais 4,5 e 6)ceushing(células isoladas dos animais 7, 8, 9, 10,
11 e 12). Nao foram encontradas diferencas entréliogeros de células obtidas utilizando-se as dagmscas de isolamento

analisadas para a medula 6ssea (p = 0,26) e mpasoacompacto (p = 0,43), teste t de Student.

Em seguida avaliamos a composicdo das populacokgdares obtidas apos o
processamento dos 0ssos quanto a frequéncia dascékematopoéticas (CD95e células
endoteliais (CD31).

As frequéncias de células hematopoéticas CD45CD3I n&o diferiram quando
comparadas as técnicasflieshingou crushingpara o isolamento de células da medula 6ssea
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(MOfflushing= 84,1% CD45e 38,6% CD31, MO/crushing= 85,1% CD45 e 39% CD3])
ou do osso compacto (Cftishing= 88,5% CD45 e 17,7% CD31 OCkrushing= 78,5%
CD45 e 10,8% CD3)) (figura 4A), demonstrando que as técnicasfldshing ou crushing
nao depletam ou enriguecem diferencialmente aslagipes de células hematopoéticas e
endoteliais, tampouco a populagdo de células eatspngque € negativa para ambos os

marcadores.

Em seguida, comparamos a composicdo celular daggudes obtidas da medula éssea e
do osso compacto. Ao passo que a frequéncia ddagséhematopoéticas CD4Soi
equivalente nas fracdes celulares obtidas da médska e do osso compacto (MO = 84,55%
+ 0,64% vs. OC = 83,50% + 7,07%, p = 0,85, testie tStudent), a frequéncia de células
endoteliais CD31nas amostras obtidas do 0sso compacto corresp@ndproximadamente
35% do total de células endoteliais presentes palagdo da medula éssea (MO = 38,80% +
0,28% vs. OC = 13,85% + 5,44%, p = 0,02, teste Sumwlent). Estes dados indicam que a
medula O0ssea é enriquecida em elementos celularescgmpde o0 nicho vascular em

comparagao com 0 0SSO compacto.
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Figura 4. Frequéncia de células hematopoéticas CB4e endoteliais CD31 nas amostras obtidas da medula dssea e
0ss0 compacto. AHistogramas de citometria de fluxo demonstrandi@guéncia de células CD48 CD31 em amostras
da medula 6ssea e 0sso compacto obtidas pelasagateflushing (histograma azul) erushing (histograma vermelho).
Ambas as técnicas ndo depletaram ou enriquecerf@mremtiialmente a populacéo de células hematopsétieandoteliais
obtidas da medula éssea (painéis superiores) assim compacto (painéis inferioreB). Frequéncia de células CO48
CD31" nas amostras obtidas da medula éssea e do osgaciomA populacdo celular obtida do osso compajgtesentava

apenas cerca de 1/3 da frequéncia de células GB@bntrada na medula 6ssea . *p = 0,02; n = & teke Student.
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4.5.Animais jovens: efeito do fator de crescimentde fibroblastos basico (bFGF) na
eficiéncia clonogénica das MO-CTMs

Devido ao baixo potencial de proliferacdo dos ctote MO-CTMs e a necessidade de se
obter um numero suficiente dessas células paraa@aterizacaan vitro, avaliamos se a
suplementacao do meio de cultivo com bFGF seriazdp estimular a proliferacdo das MO-
CTMs cultivadas em densidade clonal. Assim, célolatidas a partir da medula 6ssea dos

isolamentos realizados com os animais 4 e 5 fordtivadas em meio de cultura com ou sem
a citocina bFGF durante 15 dias ap0s o isolamento.

Apos o cultivo em baixa densidade e contagem désmies, ndo observamos diferencas
no numero de CFU-F entre as MO-CTMs cultivadas aaitocina bFGF e as cultivadas sem
a citocina nos dois animais estudados (Test t &tudaimal 4: p= 0,48; animal 5: p= 0,33)
(Figura 5). Desse modo, a utilizacdo de bFGF para suplementaeio de cultivo n&o foi

adotada na metodologia deste trabalho e as denidits Caracterizadam vitro ndo foram
cultivadas na presenca dessa citocina.
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Figura 5. Frequéncia de CFU-F obtidas a partir dagélulas isoladas da medula 6ssea cultivadas comsmm a citocina
bFGF. A. Porcentagem de CFU-F nas MO-CMTs obtidas do arnmalltivadas com ou sem bFGB. Porcentagem de
CFU-F nas MO-CTMs obtidas do animal 5 cultivadas consem bFGF. Nos dois casos néo foram encontraigasrntas
nas frequéncias de CFU-F das MO-CTMs entre as cétulisadas com e sem a citocina/bFGF: cultivo com bFGF.
s/bFGF: cultivo sem bFGF; animal 4: p= 0,48; animal 5:0933; n= 3-5 por grupo; teste t de Student.
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4.6.Animais jovens: frequéncia de CFU-F na medulas§ea e no 0sso compacto

Assim como observado na caracterizacdo das CTMdasbtos animais adultos, nos
experimentos realizados com 0s animais jovens @ai® e 9) a frequéncia de CFU-F na
populacao celular obtida do osso compacto foi mai@r na obtida da medula dssea (Teste t
de Student; animal 6: p< 0,0001; animal 9: p = 0]Q@igura 6). No animal 6, a frequéncia
de CFU-F nas OC-CTMs foi 496 vezes maior do queMi@sCTMs e no animal 9 foi 265
vezes superior.
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Figura 6. Frequéncia de CFU-F dentre as células deamedula éssea e do osso compacto de animais joveAs.
Porcentagem de CFU-F na medula dssea e no osso atongeaanimal 6B. Porcentagem de CFU-F na medula 6ssea e no

0sso compacto do animalMO: medula 6sse&)C: osso compacto. *g 0,0001; n= 2-3 por grupo; teste t de Student.

Desse modo, comparando os resultados obtidos coamiogis jovens e os adultos
encontra-se uma maior diferenca na frequéncia dg-IEklas duas CTMs estudadas nos
animais jovens (Teste t de Student; p= 0,03#gufa 7C). Considerando que néo foram
encontradas diferencas nas frequéncias de CFU-M@a€TMs de animais jovens e adultos
(Teste t de Student; p= 0,0586)dura 7A) e que a frequéncia de CFU-F nas OC-CTMs foi
diferente entre as duas idades (Test t de Studer®;0001) Figura 7B), podemos concluir
gue a maior frequéncia de CFU-F nas OC-CTMs obdarmas animais jovens foi o principal
contribuinte para o aumento na diferenca entreeggiéncias de CFU-F das duas CTMs nesse
grupo. Portanto, o 0sso compacto contém uma meaquéncia de CFU-F do que a medula

0ssea e € a populacdo de CTMs do osso compactodpmetada durante o envelhecimento.
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Figura 7. Diferenca entre as frequéncias de CFU-Fas MO-CTMs e OC-CTMs nos animais jovens e adultos. A.
Frequéncia de CFU-F nas MO-CTMs encontrada nos amijoaéns e adultos. N&o foram encontradas difeseagtre 0s
dois grupos (p= 0,0586B. Frequéncia de CFU-F nas OC-CTMs encontrada nos anjmens e adultos. Os resultados
obtidos foram diferentes entre os grupos (p= <@ DAD. Relacdo entre as frequéncia de CFU-F nas MO-CTMs-€Tds
nos animais jovens e adultos. No grupo de animainis foi encontrada uma maior diferenca entregufncia de CFU-F
nas OC-CTMs e MO-CTMs (p= 0,0345). *p <0,05; n=2-8 gaupo; teste t de Student.

4.7.Animais jovens: diferenciagaon vitro das MO-CTMs e OC-CTMs

Como parte da caracterizacdo funcional, MO-CTM%eC@IMs obtidas dos isolamentos
com animais jovens foram caracterizadas quantaaapacidade de diferenciag&ovitro.
Apo6s a inducao da adipogénese durante 15 dias,saasbpopulacées acumularam vesiculas
lipidicas intracelulares coradas em vermelho apdshacéao conoil red O (Figuras 8A e
9A). Ambas as populacdes de CTMs também foram capmhlzescretar matriz extracelular
calcificada apos a inducdo da osteogénese por &0 As regides de calcificacdo foram
coradas em vermelho apos incubacédo com vermellatizéeina Figuras 8B e 9B. As MO-
CTMs e OC-CTMs que nao foram cultivadas com os astgs indutores de diferenciacéo
ndo se diferenciaram ap6s esse periodo de culfisses resultados confirmam a
multipotencialidadén vitro das CTMs estudadas.
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Figura 8. Diferenciagdo das OC-CTMs. ADiferenciacédo adipogénica das OC-CTMs de animaisns.B. Diferenciagdo
osteogénica das OC-CTMs de animais jovens. Em todosxperimentos realizados as OC-CTMs foram capédeese

diferenciar ap6s a inducédo. Barra= 100um.
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Figura 9. Diferenciacdo das MO-CTMs. ADiferenciacéo adipogénica das MO-CTMs de animaisrje\B. Diferenciagéo
osteogénica das MO-CTMs de animais jovens. Em todosxperimentos realizados as MO-CTMs foram capdeese

diferenciar ap6s a inducéo. Barra= 100um.

A quantificacdo da diferenciacdo mostrou que @am diferencas entre as MO-
CTMs e OC-CTMs na adipogénese (Teste t de Stugeftp002) e na osteogénese (Teste t
de Student; p=0,0005j}igura 10), de modo que as OC-CTMs apresentaram valoregesve

maiores que as MO-CTMs na diferenciacéo adipogé@nitaezes maiores na osteogénica.
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Figura 10. Potencial de diferencia¢éadn vitro das MO-CTMs e OC-CTMs. A. Quantificacdo do coranl red O por
densitometria 6ptica. As OC-CTMs apresentaram difgagdo adipogénica mais eficiente. *p= 0,0002etede StudenB.
Quantificagdo do corante vermelho de alizarina gdensitometria Optica. As OC-CTMs apresentaram elifigiacao

osteogénica mais eficiente. *p= 0,0005; n= 6-12gvapo; teste t de Student.
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4.8.Animais jovens: perfil imunofenotipico das CTMsultivadas

As OC-CTMs obtidas dos isolamentos com os animais 6 e 10 foram caracterizadas
guanto ao seu perfil imunofenotipidalfela 2. Os resultados confirmaram que a maior parte
das células expressava os marcadores tipicos wlasélesenquimais murinas Sca-1, CD44 e
CD90.2 fabela 2. Alem disso, em todas as amostras analisadapw@godo de OC-CTMs
continha uma baixa quantidade de células hematopeé{0% - 14,50%) e de células
endoteliais contaminantes (0% - 3,21%) ap0s 3-dquEss.

Tabela 2. Expressdo de marcadores de superficie M@€-CTMs. Os valores representam a frequéncia de célulagvassi

para cada marcador.

Marcador Animal6 Animal7 Animal9 Animal 10 Média Desvio Rdrao

Sca-1 97,58% 92,01% 99,05% 98,10% 96,68% 3,17%
CD44 93,78% 79,61% 77,65% 74,00% 81,26% 8,66%
CD90.2 57,38% 68,61% 84,55% 57,30% 66,96% 12,87%
CD45 0,00% 1,09% 4,05% 14,50% 4,91% 6,61%
CD31 0,00% 0,20% 2,96% 3,21% 1,59% 1,72%

As MO-CTMs apresentaram um quadro diferente quargmpressao dos marcadores
de superficie analisados. Os resultados obtidosadafises com as células isoladas dos
animais 11 e 12 mostraram que estas também eraftiva®para os marcadores de células
mesenquimais murinas, principalmente Sca-1 e CD44&e continham quantidades
significativas de células endoteliais CD3dontaminantes (<2%)abela 3. No entanto, a
populacdo de MO-CTMs apresentou uma alta incidédei@élulas hematopoéticas CD45

contaminantes apos 4-6 passagens (54,52% - 85(8&86)a 3.

Tabela 3. Expressdo de marcadores de superficie nd80-CTMs. Os valores representam a frequéncia de células

positivas para cada marcador.

Marcador Animal 11 Animal 12 Média Desvio Padrdo

Sca-1 77,22% 88,95% 83,08% 8,29%
CDh44 73,52% 90,05% 81,79% 11,69%
CD90.2 51,22% 25,85% 38,54% 17,94%
CD45 54,52% 85,85% 68,69% 20,03%
CD31 0,56% 1,72% 1,14% 0,82%
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5. Discussao
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Neste trabalho, demonstramos que as CTMs da meibdea e do 0sso compacto
apresentam diferencas nas suas caracteristicagtro, corroborando com a hipotese
norteadora deste estudo da co-existéncia de pdmdate CTMs na medula 0ssea e no 0Sso

compacto.

Esperavamos uma deplecdo da populacdo endostdab-mndro-reticular) nos
individuos adultos em relagdo aos mais jovens, veaaque a hipotese inicial considera que
esta atuaria mais durante a juventude, sendo redpeinpela geracdo e homeostase dos
tecidos esqueléticos (Worthlest al, Kassemet al, 2015). Foi observado que tanto nos
animais jovens como nos adultos a frequéncia de-ERbl superior no 0sso compacto,
quando comparada com a da medula 0ssea, poréngajcamparamos a diferenca de CFU-
F nas MO-CTMs e OC-CTMs dos animais jovens e dafi@s] percebe-se que esta diferenca
€ maior nos jovens, o que indica que as CTMs ddstad sdo depletadas em relacdo as da

medula éssea com o envelhecimento do animal, ceperado.

Em um estudo realizado com 3 diferentes linhagemscamundongos, incluindo a
C57BL/6, ao caracterizam vitro CTMs obtidas a partir da medula 6ssea, do osspacim e
do tecido adiposo desses animais, observou-se aixa taxa de crescimento das CTMs da
medula 6ssea, fator que contribuiu para a excldeésas células nas comparacdes realizadas.
Adicionalmente, dentre as linhagens estudadas (U57BALB/c e C3H) foi encontrado um
maior niumero de CFU-F na C57BL-6 (Suegal 2008). Além deste, em outro estudo
envolvendo CTMs da medula éssea e do osso compaictconstatado que as células
derivadas da medula éssea apresentavam baixa eaxastimento, a qual impossibilitou a
sua expansam vitro nas condicdes utilizadas, diferente do observada @s células do osso
compacto, que foram capazes de se proliferar (Yhikeet al, 2012). No nosso trabalho,
apesar de ndo ter sido necessaria a exclusdo da€TNHU3 da caracterizagdo, também
ocorreu uma dificuldade em se obter o nimero adkgdassas células, decorrente do baixo
numero de CFU-F obtidas e, principalmente, da beaacidade de proliferacdo que estas

apresentaram.

O subcultivo em baixa densidade forneceu dados riapes sobre a capacidade de
proliferacdo dessas CTMs, mostrando que mais unza age MO-CTMs e OC-CTMs
estudadas sao diferentes. A densidade de plaqueantdizada neste trabalho (diretamente
em placas de 6 pocos) é inferior ao praticadoteeatura para expansao de clones, em que

cada colonia é subcultivada em placas de 96 p&gia. condicdo estringente nos permitiu
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avaliar a capacidade limite de proliferacdo dosietode MO-CTMs. Assim, a maioria dos
clones de MO-CTMs nao foi capaz de proliferar atobrir toda a superficie de cultivo. No
entanto, o0 mesmo nao foi observado para as OC-Cijs demonstraram uma alta
capacidade de proliferacdo nas mesmas condicOesimentais. Em um estudo sobre o
isolamento e a caracterizacdo de CTMs da meduéad@ss camundongos NMRI e BALBI/c,
os clones de CTMs da medula éssea foram capazespdadir em placa de 6 pocos apenas
devido a transferéncia de multiplas colénias (rpld# clones) em um mesmo poco. Portanto,
a grande quantidade inicial de células neste stibaipoliclonal permitiu que estas fossem
capazes de proliferar, permitindo o cultivo duraaggpassagens subsequentes (Eslamiegjad
al, 2006). Desse modo, podemos considerar que o lsubcalonal em baixa densidade
realizado no nosso trabalho foi eficiente para eawithr as diferencas existentes entre a

capacidade de proliferacdo das células estudadas.

A dificuldade em se obter o numero de MO-CTMs adequpara a caracterizacdo, apesar
de ser sugerido de que neste estudo esta relaai@oad a baixa capacidade de proliferacao
apresentada por essas células, em alguns casosgrogenimizada com o refinamento das
técnicas de isolamento das CTMs e condi¢cbes dev@wullém das caracteristicas dessas
células, a metodologia utilizada para sua obtemgé@wanutencdo em cultura também vem
sendo alvo de diversas pesquisas, visando-se wielborias nos resultados e a manutencéo

ao maximo possivel das caracteristicas que eslsdascgpresentam no organismo.

Neste trabalho, foram comparadas duas técnicasadamento de CTMsflgshing e
crushing e testado o uso da citocina bFGF durante o culirgando-se obter melhores
resultados, principalmente com relacéo a contarampQr outros tipos celulares e ao niumero
de células obtido. Comparando as duas técnicase&agéio ao numero de células obtido apods
o isolamento e ao perfil imunofenotipico dessasilag)] considerando a expressdo dos
marcadores de superficie CD31 e CD45, ndo foramntraclas diferencas, indicando que
para o nosso estudo ambas seriam equivalentenuegeadas. Assim, os dados obtidos dos
experimentos com CTMs isoladas pelos dois métooi@sf comparados de forma conjunta.
Além disso, o perfil imunofenotipico encontrado tnms que utilizando-se as duas técnicas
ocorreu uma contaminagdo por células hematopoéiasixeélulas isoladas. Outros métodos
de isolamento vém sendo explorados visando-se abtex porcdo de CTMs livre de
contaminacéao, principalmente de células endotedigiematopoéticas, e resultados diferentes
dos nossos também vem sendo observados, onde apEiseaa passagem as células

cultivadas mostraram-se positivas para os marcaddee células mesenquimais murinas
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CD44 e CD90 e negativas para os marcadores dasdnbtoteliais e hematopoéticas, CD31
e CD45 respectivamente, viabilizando o uso do padtodescrito (Huangt al, 2015).

A citocina bFGF ( do inglé%asic fibriblast growth fator”) j& € conhecida por contribuir
no aumento da taxa de crescimento das CiiM&tro. Utilizando-se essa citocina no cultivo
de CTMs obtidas do osso compacto foi obtida umamntaka de crescimento em relacdo ao
cultivo sem a citocina apos 60 dias em culturamAtisso, foi constatado que ela suporta a
capacidade de auto-renovacdo dessas células enmaate potencial de diferenciacdo em
condrdcitos, ostedcitos e adipdcitos (Yamachekal, 2012). No entanto, neste trabalho a
citocina bFGF n&o contribuiu para uma melhora msamento das MO-CTMs, o que pode
estar relacionado com o periodo pelo qual essatasdoram tratadas com a citocina, visto
que este foi relativamente inferior ao do trabaditado acima (15 dias). Possivelmente
resultados diferentes poderiam ser observadosiapgseriodo maior de cultivo na presenca
da citocina, porém a maior parte dessas célulagai@apaz de se proliferar ja durante os
primeiros dias apos o isolamento. Dessa formapalasoFGF néo foi adotado para o cultivo

das CTMs caracterizadas neste trabalho.

Outro resultado importante para a caracterizagaweitro das CTMs estudadas foi a
capacidade dessas células de se diferenciarem é&mdcibes e adipocitos, a qual é
caracteristica de CTMs. Assim, a identidade das®I®s e OC-CTMs estudadas pode ser
comprovada também quando ambas foram capazes ddesenciar apos a inducédo da
osteogénese e adipogénese, corroborando com esinido®res, tanto das CTMs da medula
O0ssea (Huangt al, 2015) como das do osso compacto (Yamachtkal, 2012). Devido a
hipétese considerada, esperava-se que as OC-CTMsla®bdos animais jovens
apresentassem maior capacidade de diferenciacéogésicain vitro quando comparadas
com as MO-CTMs, e a andlise dos dados referentgsaagificacfes dos corantes mostraram
que as OC-CTMs apresentaram uma diferenciacdo géstma mais eficiente, como
esperado, e adicionalmente, também obtiveram ufeeedciacdo adipogénica mais eficiente
gque as MO-CTMs.

Quanto ao perfil imunofenotipico, foi observado cueopulacdo de OC-CTMs era
composta por células que expressavam marcadoresstie células mesenquimais murinas e
por poucas células hematopoéticas e endoteliatamamantes, confirmando, mais uma vez, a
identidade das CTMs do osso compacto. Esses mgsiltaostram também que, apesar de

logo apos o isolamento ocorrer uma alta frequédeiaélulas hematopoéticas, apos diversas

36



passagens essas células ndo persistem. Nossos sdadssnilares aos ja encontrados em

caracterizagbes de CTMs obtidas do osso compaatie, mmbém foi observado uma baixa

expressdo de CD45, que indica a auséncia de céleiaatopoéticas, uma elevada expressao
de Sca-1 (Mitreet al, 2015), células positivas para marcadores mesaragicomo CD44 e

negativas para o marcador de células endotelia&lGZhuet al, 2010).

Ja as MO-CTMs, apesar de compartilharem com as UO@sCa expressdo dos
marcadores de superficie de células mesenquimaimasue a baixa expressdao de CD31,
apresentou uma elevada expressédo do marcadorudasciematopoéticas CD45, indicando
gque mesmo apoés o cultivo a presenca de célulastbeogticas permaneceu. Esse resultado
ja foi anteriormente reportado por outros estudogas Afonsoet al 2004; Badocet al,
2003), mostrando que dentre as células mononusleaterentes provenientes da medula
0ssea de camundongos encontram-se células hemtitapagie podem persistir por diversas

passagens.

A morfologia das MO-CTMs e OC-CTMs também apresemtiferencas, ao passo que a
maior parte das colénias de CTMs da medula 0sseaanposta por células multipolares,
achatadas e grandes, enquanto as de CTMs do aapacto continham um maior nimero de
células, que eram fusiformes e pequenas. Esses dapieesentam mais uma diferenca nas
caracteristicag vitro das CTMs estudadas, apesar de nao ter sido obseeialapadrao na

morfologia com unanimidade nas col6nias analisadas.

Em conjunto, nossos dados indicam que as CTMs dlulm@&ssea e do 0sso compacto
podem representar duas populacbes distintas de CTIM® vez que apresentaram
caracteristicasin vitro significativamente diferentes e em ambas foramemsias
caracteristicas tipicas de CTMs, como a aderérciplastico em cultura, a capacidade de
diferenciacdo em ostedcitos e adipocitos e o perfunofenotipico, exceto pela elevada
expressdo de CD45 na populacdo de MO-CTMs. Adadmoente, nossos resultados sugerem
que as OC-CTMs, principalmente devido a sua ajpacdade de proliferacéo e diferenciagcéo
osteogénica, possam ser importantes fontes de @&kdso uso clinico, sendo interessante a
continuidade da investigacdo da biologia dessadasgltanto pela caracterizacéwo vitro,

comoin vivo.

Nos ultimos anos o nimero de ensaios clinicos oeklas-tronco mesenquimais vem
crescendo e com o avango nos estudos pré-clireoossido observado que tais células sédo
eficientes no tratamento de diversas doencas, diéso, sdo de facil acesso, podendo ser
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obtidas de diversas fontes no organismo, como raedstea, tecido adiposo e cordao
umbilical (Weiet al 2013). A intensa investigacao a respeito desSlatas tem contribuido
para que estejamos mais proximos do seu uso enagfdis médicas ou comerciais quando

comparada com outros tipos de células-tronco (Aonget al, 2012).

Uma das finalidades do uso de células-tronco mes®ais que também vem sendo
estudada € a regeneracdo 0ssea, no entanto, amesasvancos obtidos na area, o0s
mecanismos apresentados pelas CTMs relacionado® ceparo da fratura 6ssea ainda nao
séo totalmente conhecidos. Mesmo sendo claro toafae essas células apresentam, quanto
a capacidade de reparacao dos tecidos, ainda mAmatnos sobre o modo adequado de

utilizacao clinica dessas células (Wat@l, 2013).

Os resultados obtidos nesse trabalho podem comtphra ampliacdo do conhecimento a
respeito da biologia e identidade das CTMs da naedidsea e do 0sSso compacto e,
consequentemente, para o refinamento no uso cliessas células, fornecendo um meio
para a selecdo da populacdo celular mais adequadacatdo com sua capacidade de

diferenciacéao.
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6.Conclusodes
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Os dados obtidos neste trabalho corroboram a lsipdata co-existéncia de populacdes de
CTMs na medula 6ssea e no osso compacto. Desse, magkns achados sugerem que as
CTMs nao ocupam exclusivamente o nicho perivasddanedula 6ssea. Foi constatado que
no nicho endosteal ocorre uma maior frequéncia d®&I<; as quais mantiveram sua
multipoténciain vitro e expressdo dos marcadores de superficie tipap<dMs. Futuras
avaliagdes funcionais de ambas populacbes de CTddsriam contribuir para um maior

refinamento no uso clinico dessas células.
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